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Le transporteur associé au traitement des antigènes (TAP) présente des
peptides antigéniques aux molécules du CMH de classe I. TAP est formé de deux
sous-unités TAPi et TAP2. Des variations génétiques dans TAP peuvent affecter sa
fonction et entraîner une prédisposition à développer des maladies auto-immunes, des
cancers et des maladies infectieuses tel le SIDA.
Le but de notre étude est de définir le polymorphisme des gènes TAPi et
TAP2 dans la population Zimbabwéenne. Nous avons exploré la séquence d’ADN
composée de 11 exons pour TAP1 et TAP2, chez 45 individus non apparentés, par
SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) et séquençage direct. Nous
avons typé des mutations qui peuvent affecter la fonction de TAP et qui sont
localisées dans le domaine de liaison peptidique ou de liaison à l’ATP. Le typage
s’est effectué par ARIVIS (Amplified Refractory Mutation System) ou par A-RFLP
(Amplified-restriction Fragment Length polymorphism) dans deux groupes 100
africains VIH- et 100 africains VIH+.
Nous avons confirmé 6 mutations déjà décrites pour TAPI et 11 pour TAP2.
De plus, nous avons identifié 5 nouvelles mutations pour TAPi et 6 pour TAP2. Pour
TAPi, ces mutations se situent dans les exons 1, 6, et 7; et pour TAP2, aux exons 1,
3, 4 et 10. Aucune différence de distribution n’a été observée entre les deux groupes.
Notre étude exhaustive du polymorphisme de TAP dans la population
africaine a permis d’identifier de nouveaux variants génétiques qui pourraient avoir
un impact sur la fonction de la protéine.
Mots Clés : TAP, CMH de classe I, Susceptibilité au VIR, Polymorphismes,
Population africaine, Transport peptidique, SSCP, ARMS, A-RFLP
iv
Resume
The transporter associated with antigen processing (TAP) transiocates
peptides form cytosol into the ER. In the ER, peptides are loaded onto the MHC class
I molecuÏes.The TA? complex bas two subunits: TAPi and TAP2. Variations in the
TAP sequence could affect his function and increase the susceptibility to develop
immune disease, cancer or infections disease like AIDS.
The aim of this study is to determine the polymorphims of the TA? 1 and
TAP2 gene in an indigenous Zimbabwean population (Shona).We analysed the entire
coding region of the human TAPi and TAP2 genes (11 exons each). The first
screening was made by SSCP (Single Strand Conformational ?olymorphism) on 45
unrelated individuals followed by sequencing. We typed some non-synonymous
mutations, who were located in the peptide binding domain or in the ATP binding
domain. The typing was performed by ARMS (Amplification Refractory Mutation
System) or by A-RFL? (Amplified- Restriction fragment Length Polymorphism)
methods in a population of 100 individuals HIV+ and 100 individuals HIV-.
We confirmed 6 already known mutations for TAPi and 11 for TAP2.
Furthermore, we have identified 5 new mutations for TAPi and 6 for TAP2. For
TAPi those polymorphisms are located in the exons 1, 6 and 7 and for TA?2, in the
exons 1, 3, 4, and 10. The typing of the two groups studied did not show any
differences.
Finally, this study of a Zimbabwean population permitted us to confirm and
find some new genetics variants that could affect the TAP function.
Key Words : TAP, Polymorphism, MHC class I, HIV susceptibility, African
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Le complexe des transporteurs associés au traitement des antigènes (TAP)
permet la présentation des peptides antigéniques au complexe d’histocompatibilité de
classe I (CMH I). Cette étape est cruciale pour la présentation des antigènes aux
lymphocytes T cytotoxiques (CTL). Les variations génétiques dans la séquence des
gènes TAPi et TAP2 peuvent avoir des incidences sur la fonction du transporteur.
Plusieurs études tendent à démontrer qu’il pourrait y avoir une association entre des
mutations dans les régions codantes de TAP et certaines maladies, comme des
maladies auto-immunes, certains cancers et des maladies infectieuses tel le SIDA
(Revue par: Lankat-Buttgereit et Tampe, 1999; Lankat-Buttgereit et Tampe, 2002;
Roger, 199$).
Jusqu’à ce joctr, les études liées aux polymorphismes de TAP ont surtout été
effectciées à partir de populations caucasiennes et ce, nième si la distribution des
pathogènes est très différente en Afrique, ce qui pourrait ainsi favoriser la présence de
mutations absentes dans d’autres populations. L’objectif de ce travail est de
déterminer le polymorphisme des régions codantes de la séquence d’ADN des gènes
TAPi et TAP2 dans une population africaine provenant du Zimbabwe (ethnie Shona)
et d’établir la fréquence de certaines de ces mutations dans des groupes d’individus
africains VIH+ et VIR-.
Avant d’aborder le travail de recherche lui-même, nous réviserons d’abord les
étapes de l’assemblage du CMH de classe I, le mécanisme de fonctionnement du
complexe TAP, la structure protéinique et génomique de ce transporteur, ainsi que
des associations entre TAP et certaines maladies. Par la suite, nous aborderons le
sujet du VIH et de la susceptibilité à développer le SIDA selon la présence de certains
facteurs génétiques comme TAP. Ceci nous conduira aux hypothèses et objectifs de
cette étude. Vous retrouverez ensuite deux articles dans lesquels sont illustrés les
résultats de l’analyse de la séquence d’ADN des gènes TAPi et TAP2, les fréquences
obtenues pour certaines de ces mutations dans la population africaine totale analysée,
2ainsi que les méthodes utilisées. Dans la troisième et la quatrième partie des résultats,
vous trouverez les fréquences des mutations typées dans les deux groupes
d’individus (VIK+ et VIH-) pour TAPi et TAP2. Finalement, il y aura la discussion,
suivie de la conclusion.
3Revue de littérature:
1. Le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I
Les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMI-!) de classe I sont
exprimées sur toutes les cellules nucléées et ce vraisemblablement parce que les
lymphocytes T cytotoxiques (CTL) doivent être capables de cibler n’importe quelle
cellule de l’organisme qui se trouve infectée par un microbe intracellulaire.
1.1. Assemblage du complexe majeur d’histocompatibi]ité de classe I
Le CMH de classe I (CMH I) est un hétérodimère dont les domaines
extracellulaires amino terminaux se lient aux antigènes pour leur présentation aux
cellules T. Les gènes du CMH de classe I humain sont situés sur le chromosome 6.
Chaque gène de classe I code pour une chaîne polypeptidique transmembranaire
particulière, appelée alpha ( ou chaîne lourde, qui comprend trois domaines
extracellulaires (Revue par: Elliott, 1997). Chaque chaîne a est liée de façon non
covalente à une protéine extracellulaire non glycosylée, la 2-microglobuline (2—m).
Celle-ci interagit avec la portion extracellulaire de la chaîne lourde et n’est pas
attachée de façon directe à la cellule. La 32-microglobuline n’est pas codée par les
gènes du CMH mais par un gène situé sur le chromosome 15.
L’assemblage des deux chaînes se fait entre autre grâce à l’action d’au moins
quatre protéines soient la calnexine, la calréticuline, la Erp57 et la tapasine. Ces
dernières ont pour rôle le chargement et la rétention du CMH dans le réticulum
endoplasmique (RE) (van Endert, 1999). L’assemblage du CMH de classe I se fait en
plusieurs étapes. Au tout début, la chaîne lourde du CMH s’associe avec la calnexine,
une lectine transmembranaire calcium-dépendante (Pamer et Cresswell, 1998). La
calnexine a un rôle de chaperone, elle se lie uniquement avec la chaîne lourde du
CMH de classe I, et non pas avec le complexe chaîne lourde- 2-microglobuline
(Solheim, 1999; Nossner et Parham, 1995). Cette protéine aide au chargement et à la
4formation d’un pont disulfure entre la chaîne lourde et la chaîne légère de la 2-
microglobuline (van Endert, 1999; Vassilakos et col?., 1996), en protégeant et en
stabilisant la chaîne lourde de classe I (Solheim, 1999; Williams et Watts, 1995).
Après que la calnexine se soit liée à la chaîne lourde du CMH, il y a liaison de la
chaîne légère de la 2-microglobuline à la chaîne . La calnexine sera ensuite
remplacée par la calréticuline, une acttre lectine dépendante de calcium, et le ERp57,
un thiol réductase (Sadasivan et coÏt., 1996). La calréticuline aide à retenir les
molécules de classe I dans le RE (van Endert, 1999; Lewis et Elliott, 199$), alors que
la ERp57 est une enzyme qui catalyse l’isomérisation des ponts disulfures entre les
protéines (Cresswell et col?., 1999). L’hétérodimère de classe I, associé avec la
calrecticciline et le ERp57 oxidoréductase, va ensuite se lier avec la tapasine, puis
avec le transporteur associé au traitement des antigènes (TAP) ce qui forme le
complexe de chargement macromoléculaire (Sadasivan et col?., 1996). L’interaction
entre TAP et le CMH de classe I est optimale lorsqu’il y a présence de la -
microglobuline et absence de peptide lié au CMH (Hammerling et col?., 1999). La
tapasine est une protéine transmembranaire de 4$ kilos Dalton (kDa) qui possède un
signal de rétention pour le RE (Ortmann et col!., 1997). Elle est nécessaire pour un
assemblage efficace entre le peptide et le CHM de classe I (van Endert, 1999;
Herberg et col!., 199$), puisqu ‘elle stabilise le dimère 32-microglobuline-chaîne
lourde de classe I en absence de peptides dans le domaine de liaison peptidique du
CMH (Cresswell et coÏt., 1999; Gretea et coÏt., 1997). La tapasine augmente
également l’expression du complexe TAP (van Endert, 1999; Lehner et colt., 199$).
En absence de la tapasine, il ne peut y avoir d’interaction entre les molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité de classe I et TAP, ce qui a pour conséqctence
de retenir les molécules du CMH de classe I dans le RE et donc, d’appauvrir la
réponse immunitaire (Revue par: Elliott, 1997; Furukawa et col?., 1999a; Greenwood
et col!., 1994).
Le complexe de chargement macromoléculaire formé, le peptide lié à TAP va être
chargé dans le domaine de liaison peptidique du CMH de classe I. Cette liaison va
5permettre au CMH de classe I de se libérer du complexe de chargement
macromoléculaire et de quitter le RE vers la surface cellulaire via l’appareil de Golgi.
Une Fois à la surface cellulaire, le CMH de classe I va présenter le peptide aux
lymphocytes T cytotoxiques (CD8t) qui vont enclencher une réponse immunitaire
(Hilton et coI!., 2001; Spiliotis et coil., 2000).
1.2. La présentation des peptides aux lymphocytes T cytotoxiques
Chaque individu possède un nombre restreint de types de molécules du CMH qui,
ensemble, doivent être capables de présenter aux cellules T des fragments peptidiques
issus de presque toutes les protéines étrangères. Pour que les peptides soient présentés
par le CMH aux CTL, plusieurs étapes doivent se dérouler. Les principales étapes
sont les suivantes : (Figue 1)
1. Synthèse de protéines antigéniques dans le cytosol ou transport de
protéines antigéniques dans le cytosol
2. Dégradation protéolytique des protéines cytosoliques en peptides
3. Transport des peptides dans le RE par TAP
4. Assemblage des peptides au complexe du CMH de classe I dans le RE
5. Expression du complexe peptide-CMH de classe i à la surface cellulaire
1.2.1. Les protéines antigéniques présentées aux lymphocytes T
cytotoxiques
Pocir qu’un peptide soit présenté aux CTL, il doit d’abord passer par le cytosol
des cellules. Les peptides qui seront présentés aux CTL par le CMH de classe I sont
principalement des peptides qui dérivent de protéines antigéniques de virus ou de
certaines bactéries qui ont une réplication cytosolique ou qui passent par le cytosol,
comme les mycobactéries. Ces dernières se trouvent dans les vésicules
phagocytiques, mais il arrive que ces vésicules se brisent et que les mycobactéries se
retrouvent dans le cytosol. Il y aura donc présentation de ces antigènes aux
lymphocytes T cytotoxiques (Revue par: Lankat-Buttgereit et Tampe, 2002).
6Pour les virus, des protéines ou des transcrits d’acide ribonucléique (ARN), se
retrouvant dans le cytosol seront présentés aux CTL qui les désigneront comme étant
du non-soi et déclencheront ainsi une réponse immunitaire cela bien sûr, à la
condition que le virus n’inhibe pas une étape vers la présentation aux CTL.
Les cellules T CD8 activées (CD8 sont également importantes pour
reconnaître et détruire les cellules cancéreuses qui expriment des gènes mutés ou des
gènes qui ne sont pas exprimés dans les cellules d’adultes normales.
1.2.2 La dégradation des protéines en peptides
La dégradation des protéines antigéniques en peptides s’effectue dans le
cytosol par le protéasome. Ce dernier est un grand complexe protéasique
multicatalytique composé de 28 sous-unités dont chacune a entre 20 et 30 kDa. Ce
complexe de protéases est situé dans le cytosol ou dans le noyau et sert pour la
dégradation de la plupart des protéines cellulaires, mais également pour la
dégradation des protéines antigéniques en peptides (Niedermann et colt., 1999). Les
protéines, qui sont ciblées pour la dégradation protéasomale sont marquées par
plusieurs copies d’une petite protéine, nommée 1 ‘ubiquitine. L’ubiquitination
(processus de marquage) requiert l’adénosine triphosphate (ATP) et une variété
d ‘enzymes disponible dans le protéasome.
7figure f : Le cheminement des peptides antigéniques dct cytosol à la surface cellulaire
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8Deux des socis-unités catalytiques du protéasome, appelées low-molecular
weight protein (LMP)2 et LMP 7 sont codées dans la région des gènes du CMH de
classe II sur le chromosome 6 et leLir expression est induite par certains composés
chimiques sécrétés par les cellules, les interFérons (van Endert, 1999). Une troisième
sous-unité, qui est codée à l’extérieur des gènes du CHM, est aussi induite par les
interférons. Ces trois sous-unités déplacent, Iorsqu ‘elles sont exprimées, des sous-
unités constitutives du protéasome. Seules ces trois sous—unités inductibles et leurs
contreparties constitutives sont des protéases actives. Lors d’un traitement aux
interférons, la spécificité du protéasome est modifiée pour accroître le clivage des
polypeptides ubiquitinées derrière les résidus hydrophobes et basiques, et pour
inhiber le clivage après les résidus acides. Ainsi, sont produits des peptides ayant des
résidus carboxy-terminaux, qui représentent les résidus préférés de la plupart des
molécules du CMH de classe I. Ceux-ci représentent également les structures
préférées potir le transport par TAP (van Endert, 1999).
1.2.3 Le transport peptidique du cytosol au RE
Comme il a été mentionné précédemment, les molécules du CMH de classe I
sont assemblées dans le RE et ce processus se termine par la liaison avec un peptide
qui a été généré dans le cytosol. Il doit donc exister’ un mécanisme qui permet le
passage des peptides du cytosol ait réticulcim endoplasmique. Ce phénomène se fait
grâce à une protéine qui agit comme un transporteur. Les gènes codant pour ce
transporteur sont homologues à une famille de gènes qui codent pour des protéines
effectuant le transport de composés de faibles poids moléculaires à travers les
membranes intracellulaires de façon ATP-dépendante. Les deux gènes, qcti codent
pour ces protéines, sont les gènes TAP 1 et TAP 2. Ceux-ci codent chacun pour une
protéine, qui Forment un hétérodimère situé dans la membrane du RE. C’est cet
hétérodimère qcli assure le transport actif des peptides du cytosol au RE.
9Ainsi, TAP lie les peptides antigéniques dans le cytosol et fait passer cetix-ci
dans le RE où il les charge sur les molécules du CMH I nouvellement synthétisées
grâce à l’action de la tapasine (voir section 1.1).
Le peptide chargé sur le CMH mature sera ensuite présenté attx lymphocytes T
cytotoxiques qui déclencheront la lyse de la cellctle.
2. Les transporteurs ABC
Comme il vient d’être mentionné, c’est grâce au transporteur TAP que les
peptides passent du cytosol au RE. Celui-ci est un transporteur faisant parti de la
famille des transporteurs à cassette liant l’ATP (ABC).
2.1 Les caractéristiques des transporteurs ABC
Les membres de cette famille sont des protéines qui transportent une grande
variété de molécules comme des ions, des sucres, des polysaccharides, des acides
aminés et des oligo- ou polypeptides à travers les membranes cellulaires. On retrouve
les protéines ABC chez plusieurs espèces tant procaryotes qu’eucaryotes (Revue par
Higgins et Linton, 2001; Ritz et Seliger, 2001; Higgins, 1992).
Les transporteurs ABC sont, entre autre, caractérisés par la présence d’au moins
un domaine de liaison nucléotidique (NBD) d’environ 200 acides aminés (a.a), qui
contient deux séquences hautement conservées pour la liaison à l’ATP soit le motif
Walker A et Walker B (Sadee et coït., 1995). Le second trait structural qui caractérise
ces protéines est la présence d’un composant intégré à la membrane qui est appelé le
domaine transmembranaire (TMD) (Revue par : Élliot, 1997). En général, pour qcie le
transporteur soit fonctionnel il doit posséder quatre domaines; soient, deux domaines
hydrophobes contenant 6 à $ segments transmembranaire chacun, qui vont former le
pore, et deux domaines de liaison à 1’ATP. Pour être fonctionnel, les transportecirs
ABC doivent utiliser de l’énergie sous la forme nucléoside triphosphate.
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Chacun de ces qctatre domaines peut être exprimé sur des gènes différents comme
c’est le cas pour la perméase oligopeptidique de Scttmonella typhiniurittin, ou bien,
deux domaines sont combinés sctr le même gène, mais il faut alors une expression
simultanée de detix gènes pour avoir un transporteur fonctionnel (ex. TAPi-2). La
dernière possibilité est que les quatre domaines soient exprimés sur un seul gène (ex.
le régulateur transmembranaire de la mucoviscidose: CFTR) (Sadee et colt., 1995).
Le transport actif effectué par ces protéines se fait de façon ATP-dépendante (Doige
et Ames, 1993; Higgins. 1992). Les transporteurs ABC sont donc, des enzymes
conventionnelles qui vont changer de conformation en réponse à la liaison et à
l’hydrolyse de l’ATP. Ce changement structural entraîne un changement dans
l’affinité et l’orientation des sites de liaisons aux substrats au niveau du domaine
transmembranaire (TMD) (Higgins et Linton, 2001; Hung et colt., 1998).
2.2 Des exemples de transporteurs ABC chez l’humain
On retrouve chez l’humain plusieurs transporteurs ABC et ceux—ci jouent un rôle
important dans différentes pathologies humaines. C’est le cas du régulateur
transmembranaire de la mucoviscidose. Celui-ci agit comme un canal ionique pour te
chlore et est impliqué dans la fibrose kystique. Il y a également le transporteur
ABCA1 qui cause une déficience en lipoprotéine (maladie de Tangier) (Revue par:
Lankat-Buttgereit et Tampe, 2002; Klein et coït., 1999).
Un autre type de transporteur ABC que l’on retrouve chez l’homme, est la P
glycoprotéine qui est codé par les gènes de résistance pléitropique aux drogues
(multi—drug resistance: MDR). Ce transporteur est, entre autre, impliqué dans la
résistance aux médicaments pour le traitement de certains cancers. Il est une des
principales cause d’échec thérapeutique aux traitements anti-cancer (Sadee et colt.,
1995; Sorrentino et coït., 1992) et empêche l’action des inhibitecirs de protéase dans
le traitement contre le virus d’immunodéficience humaine (VIN).
il
Un autre type de transporteur présent chez l’humain est le transporteur TAP qui
est impliqué dans les premières étapes de la réponse immunitaire cellulaire
cytotoxique et, picis précisément, dans la présentation peptidique au CMH de classe 1.
3. Les transporteurs des antigènes apprêtés : TAPi et TAP2
3.1. Historique de la découverte des gènes TAPI et TAP2
La découverte des gènes responsables de la présentation des antigènes au CMH
de classe I s’est fait en étudiant des lignées cellulaires qui démontraient le phénomène
cim (class I modifiers); c’est-à-dire que pour ces cellules, l’expression des molécules
du CMH de classe I à la surface cellulaire était fortement réduite. Ces lignées
cellulaires, soient RvIA-S et LBL72 1.174, en plus de montrer une faible expression
du CMH de classe I, étaient déficientes en ce qui concerne la présentation des
antigènes et ce, même si le niveau d’expression de la chaîne lourde du CMH et de la
i32—microglobctline était normal. De plus, si on additionnait ou introdctisait des
peptides exogènes à l’intérieur du RE, ceux-ci étaient présentés efficacement à la
surface cellulaire alors que les peptides endogènes ne l’étaient pas. Il est donc devenu
clair que ce défaut était dû à une délétion dans la région des gènes du CMH et que
probablement cela impliquait les gèties responsables dit transport des peptides dit
cytosol à la lumière dit RE et du chargement des peptides sctr tes molécules dit CMH I
nouvellement synthétisées. Par la suite, quatre groupes de recherche ont décrit des
gènes qui poctvaient être responsables du transport peptidique (Bahram et coït., 1991;
Deverson et colt., 1990; Monaco et colt., 1990; Powis et coït., 1992).
En premier, Deverson et colt, qui s’intéressaient aux gènes responsables du
phénomène clin ont découvert deux gènes chez le rat, qu’ils ont appelés mtpl et mtp2
(protéines transporteuses liées au CMH) (Deverson et coït., 1990). Cette découverte a
été faite en étudiant une librairie d’ADN copie (ADNc) qui couvrait la région des
gènes responsables dit phénomène cim avec des cosmides de souris.
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Au même moment, Monaco et cou. ont suggéré qu’une partie des gènes dans la
région du CMH de classe II, pouvait influencer l’expression du CMH de classe i à la
surface cellulaire, en régulant la disponibilité des peptides qui s’y lient et en
stabilisant les molécules du CMH de classe 1. Deux gènes relativement proches de
cette région chez la souris, HAMt et HAM2 (histocompatibility antigen modifier;
antigène d’histocompatibilité modifié), ont été clonés et séquencés. Ces gènes ont
montré des similarités avec une superfamille de gènes responsables du transport
ATP-dépendant. Les deux protéines polymorphiques chez la souris étaient codées
dans la région des gènes responsable dLt phénomène cmi. (Monaco et colt., 1990;
Brown et colt., 1991)
Par la suite, d’autres équipes ont identifié des gènes humains qui pouvaient être
responsables du phénomène cim. Ainsi, Trowsdale et colï. ont identifié les gènes
RING4 et RING 11 (really interesting new gene, nouveau gène réellement intéressant)
en utilisant des clones YAC (chromosomes artificiels de levure) et une libraire
d’ADNc qui couvraient la région des gènes délétés dans les cellules LBL72 1.174. Ils
ont également proposé que les protéines résultantes forment un hétérodimère qui
transporte les peptides du cytosol au RE. (Trowsdale et col!., 1990; Powis et coït.,
1992).
La dernière équipe, Spies et col!., a quant à elle, découvert les gènes humains psfl
et psf2 (peptide supply factor). La séquence complète de ces gènes a été déterminée
par des clones ADNc. En fait, des fragments d’ADNc ont été clonés dans le phage
M13, et la séquence a été obtenue à partir des deux brins (Spies et coït., 1990;
Bahram et colt., 1991).
En séquençant tous ces nouveaux gênes, il a été constaté que les gènes humains
R1NG4 et PSF1 étaient en réalité le même gène que mtpl chez le rat et HAM1 chez
les souris. 11 en était de même pour les gènes humains RING Il et PSf 2 qui étaient
identiques aux gènes mtp2 et HAM2 des rongeurs.
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Pour clarifier la littérature, en 1990, il a été décidé d’utiliser le terme TAP pour
identifier la protéine codée par les gènes précédemment mentionnés. En 1991, le
Comité de nomenclature de l’organisation mondiale de la santé pour les facteurs du
système HLA (WHO nomenclature committee for factors in the HLA system) a
officialisé ce nom. Ainsi, les gènes RING4, PSF1, mtpl et HAM1 ont été renommés
TAPi et les gènes RING 11, PSf2, mtp2 et HAM2 ont été nommés TAP2.
3.2. Les protéines TAP
En utilisant différentes approches expérimentales, la localisation de TAP a pu être
déterminée. La microscopie électronique ainsi que d’autres techniques, ont démontré
la distribution intracellulaire de TAP à l’intérieur du RE et du cis-Golgi (Vos et colt.,
1999; Kleijmeer et colt., 1992; Meyer et colt., 1994).
3.2.1. L’hétérodimère TAP
Les transporteurs ABC se retrouvent sous plusieurs formes. Ainsi, CFTR est
un monomère alors que le transporteur Opp chez la Salmonelle est un tétramère
(Revue par: Élliot, 1997). En ce qui concerne TAP, la coexpression de TAPi et
TAP2 chez les insectes et les levures suggère que celui-ci fonctionne comme un
hétérodimère constitué de deux sous-unités : TAP 1 et TAP2. Ce modèle est d’ailleurs
supporté par le fait que dans les cellules où l’expression de TAPi ou TAP2 est
déficiente, il n’y a pas de transport peptidique, mais que cette fonction peut être
restaurée en transférant le gène manquant (Ritz et Seliger, 2001; Ljunggren et colt.,
1990; Spies et DeMars, 1991; Powis et colt., 1991; Van Kaer et colt., 1992; Seliger et
colt., 2000). Ainsi, les homodimères TAPi et TAP2 ne sont pas fonctionnels. Pour
être fonctionnelles, les sous-unités TAPi et TAP2 doivent être sous la forme d’un
hétérodimère et aucun facteur additionnel du système immunitaire n’est requis pour
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la formation du complexe TAP (Moins-Teisserenc et colt., 1995; Furukawa et colt.,
1999b).
3.2.2. Les domaines de l’hétérodimère
Chez l’homme, la sous-unité TAPI est constituée de 748 a.a., alors que la
sous-unité TAP2 est formée de 703 a.a. (Momburg et Hammerling, 1998). Comme
les transporteurs ABC, chacune des sous-unités de TAP possède un domaine
transmembranaire de liaison peptidique et un domaine de liaison nctcléotidique (voir
figure 2). Chaque transporteur TAP possède donc trois grands domaines
- deux domaines hydrophobes transmembranaires (TMD)
- deux domaines de liaison nucléotidique (NBD)
- le pore
Pour TAPI, les parties N-terminale et C-terminale sont localisées dans le
cytoplasme, alors que pour TAP2, seule la partie C-terminale se retrouve dans le
cytoplasme. La région N-terminale de TAPI contient quatre séquences de
glycolysation situées en position 227, 250, 279 et 302, alors que la région N-terminal
de TAP2 n’en contient aucune. La séquence en position 227 est située à la frontière
du RE et la séquence 302 est, quant à elle, située à la frontière du cytosol. Ces deux
séquences sont donc presque inaccessibles pour la glycolysation. Les deux autres
sites de glycolysation sont localisés dans la partie hydrophile de la protéine. Les
domaines transmembranaires de TAP sont composés de $ segments pour TAPI et de
7 segments pour TAP2 (Vos et colt., 1999; Ritz et Seliger, 2001; Vos et colt., 2000)
et ces deux domaines sont requis pour la liaison peptidique (Arora et colt., 2001;
Androlewicz et cou., 1994). Potir démontrer cela, Arora et colt. ont créé des
chimères. Celles-ci étaient constituées de la façon suivante TMD de TAP 1 avec
NBD de TAP2(T1MT2C), TMD de TAP2 avec NBD TAP1 (T2MTIC), et ainsi ils
ont créé les hétérodimères suivant TAP1/T1MT2C, TAP2/T2MT1C et TAP1/TAP2.
Ils ont donc mesuré la capacité de liaison peptidique en détectant la fluorescence
émise par un peptide lié à la fluorescéine. Ainsi, aucune fluorescence n’a été détectée
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dans les microsomes exprimant TAP1-T1MT2C ou TAP2-T2MT1C, indiquant que
ces complexes n’étaient pas fonctionnels. En comparaison, la liaison peptidique pour
les complexes TAP1/T2MT1C, TAP2/T1MT2C et TIMT2C/T2MT1C était
comparable à celle obtenue avec les types sauvages, ce qui démontre que les
domaines transmembranaires des deux sous-unités sont indispensables pour former
un site de liaison peptidique de haute affinité, Ces résultats ont aussi permis de voir
que les domaines de liaison nucléotidique des deux sous-unités ne contiennent pas de
déterminant requis pour la liaison peptidique (Arora et colt., 2001).
Les deux domaines transmembranaires et les deux domaines de liaison
nctcléotidique forment ensemble le pore. Ce dernier permet le passage des peptides du
cytosol à la lumière du RE. Il est, plus précisément, formé par les segments
transmembranaires (TM) I à 6 de TAPi et 1 à 5 de TAP2. Selon plusieurs études, ils
seraient alignés selon l’orientation tête-tête/queue-queue, ce qui est en opposition
avec l’organisation des domaines transmembranaires de la P-glycoprotéine (Vos et
colt., 2000; Loo et Clarke, 1995). Cette orientation implique que les domaines
transmembranaires de TAP1 sont symétriques à ceux de TAP2, ce qui signifie que
l’angle dans lequel les segments transmembranaire de TAP1 pénètre la membrane est
le miroir de l’angle de pénétration des segments de TAP2 Cependant, une récente
étude de Velarde et colt., a montré que les deux domaines transmembranaires avaient
plutôt un angle de rotation de 1800 au lieu d’une image symétrique, ce qui pourrait
impliquer une organisation tête-queue, tête-queue. Ceci a d’ailleurs été observé dans
d’autres hétérodimères de la famille ABC.
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L’orientation des domaines transmembranaires est donc une question qui reste à
résoctdre, puisque les techniques utilisées jusqu’à présent, dans les études ne
permettaient pas une assez grande résolution pour connaître l’orientation de chaque
segment individuellement (Vetarde et cou., 2001; Ford et coït., 1990; Zouni et coït.,
2001).
Le premier segment transmembranaire des deux sous—unités contient les
séquences signal nécessaires poctr maintenir le complexe TAP à l’intérieur du RE.
Bien qu’il y ait très peu de choses connues en ce qui à trait à l’assemblage des deux
sous-unités pour la formation du complexe TAP, (Revue par : Elliot, 1 997) il a quand
même été démontré par Vos et coït. que les segments transmembranaires 2 à 6 de
TAPI et les segments 1 à 5 de TAP2 sont essentiels pour la co-association et que
TAP2 stabilise le sixième segment transmembranaire de TAPi (Velarde et coït.,
2001; Vos et coït., 2000; Vos et coït., 1999). Un second site de dimérisation a
également été identifié. Celtii-ei est situé entre le pore et la région de liaison à l’ATP,
ce qui permet la liaison des domaines de liaison peptidique ancrés à la membrane via
les segments 7 et 8 de TAP1 et les segments 6 et 7 de TAP2 (Vos et coït., 1999).
De plus, la liaison peptique à TAP est sensible à la température (Nijenhuis et
coït., 1996). Des expériences ont démontré qu’une température ambiante à un effet
stabilisant sur les dimères TAP-CHMI et que cela induit plus facilement le transport
des peptides à la surface cellulaire (Momburg et Hammerling, 1998; Ljunggren et
coït., 1990; Schumacher et colt., 1994).
Les domaines de liaison nucléotidique liés aux domaines hydrophobiques
contiennent deux motifs conservés qui sont situés dans le cytoplasme Walker A
(boucle p ou « p-loop ») et Walker B pour la liaison et l’hydrolyse de l’ATP. Le motif
Walker A forme une boucle qui se lie au a- et 3- phosphates des di- ou tri-nucléotides
(Gaudet et Wiley, 2001). Des mutations dans les résidus Walker A de TAP1 ou TAP2
interfèrent avec le transport peptidique (Arora et coït., 2001; Lapinski et coït., 2001;
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Alberts et coU, 2001). Le domaine de liaison à I’ATP de TAP 1 est le principal
accepteur de l’ATP (Velarde et col!., 2001).
3.3. TAP ellèctue un transport actif
Deux hypothèses ont été initialement émises poctr comprendre le fonctionnement
de TAP. En premier, celui-ci pourrait agir comme un véritable transporteur; c’est—à—
dire qcie le peptide se lie à TAP et que celui-ci le transporte à travers la membrane dit
réticulum. La deuxième possibilité stipule que TAP pourrait agir comme canal à
peptide, faisant traverser les peptides grâce à un gradient de concentration. Les deux
hypothèses pouvaient s’avérer justes, puisque les deux mécanismes sont employés
par des transporteurs ABC. En ce qui à trait à TAP, les études tendent à démontrer,
jusqu’à présent, que la première hypothèse est celle qui est applicable. En effet, van
Endert et col!, ont démontré que l’efficacité du transport des peptides était en étroite
corrélation avec l’affinité des différents peptides pour TAP (van Endert et col!.,
1994). Ainsi, si TAP agissait comme une pompe, l’affinité peptidique n’aurait pas
une aussi grande importance. TAP agit donc comme un véritable transporteur et
effectue ce transport activement.
Le transport par TAP nécessite l’hydrolyse de l’ATP strictement, puisque des
analogues de l’ATP non-hydrolysable ne peuvent promouvoir le transport des
peptides. Cependant, en plus de l’ATP, l’uracile triphosphate (UTP), le cystéine
triphosphate (CTP) et le guanosine triphosphate (GTP) peuvent fournir l’énergie
nécessaire pour le déplacement des peptides du cytosol à la lcimière du RE
(Androlewicz et col!., 1993).
L’ADP et l’ATP ont des affinités similaires pour les deux NBD de TAP.
Cependant, si l’ADP se lie à la place de l’ATP, cela aura pour effet d’inhiber le
transport peptidique. TAP possède une activité ATPase hydrolysant l’ATP en ADP,
ce qui procure l’énergie nécessaire pour le transport des peptides. L’activité ATPase
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de TAP est substrat spécifique et, est intimement tiée avec la liaison peptidiqLLe.
Cependant, certains peptides liant TAP ne sont pas transportés par celui-ci, puisqu’ils
ne stimulent pas l’activité ATPase de TAP (Gorbulev et col!., 2001). Les deux NBD
sont essentiels pour la fonction de TAP et une mutation dans un oti l’autre des NBD
risque de mener à tine perte de l’activité du transporteur (Chen et cou., 1996). 11 a été
déterminé que l’hydrolyse dans le premier site (point de départ) permet le transport
peptidique et qu’ensuite, l’hydrolyse dans le deuxième site permet de terminer le
cycle de transport (Chen et colt., 1996; Lapinski et colt., 2001; Saveanu et cou.,
2001).
La liaison et le transport peptidique dépendent de l’habilité des deux N3D à lier
les nucléotides mais le NBD de TAPi et celui de TAP2 ont des fonctions distinctes
l’une de l’autre (Alberts et coÏt., 2001). Ainsi, les capacités de TAPI et TAP2 à lier
l’ATP, sont difFérentes. Pour déterminer cela, Alberts et colt, ont utilisé des variants
de TAP dans lesquels une des deux chaînes poilait des mutations dans le site de
liaison à l’ATP. Leur conclusion est qcte l’ATP se lie presque exclusivement à la
sous-unité TAPi de l’hétérodimère, alors qcte l’ADP se lie actx deux sous-unités
(Karttunen et colt., 2001).
L’observation que la liaison de l’ATP aux NBD permet le relâchement du peptide
et ce, même sans hydrolyse, suggère fortement qite la liaison de I’ATP aux NBD
induit un changement de conformation du complexe TAP. C’est cette transformation
qui entraînerait une forte ou une faible affinité peptidique. Parallèlement, la
stimulation de l’activité ATPase est corrélée avec te motif des peptides (AÏberts et
colt., 2001; van Endert, 1999) et l’ATP stabilise la structure du complexe TAP grâce
à un réarrangement de la conformation (GorbLtlev et colt., 2001; van Endert, 1999).
Le cycle du transport par TAP peut-être résumé en 4 étapes (voir figure 3). En
premier, l’ATP et le peptide se lient de façon indépendante au complexe TAP
(Gorbulev et cou., 2001; Uebel et colt., 1995). L’ATP lie le NBD de TAP1 alors que
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l’ADP est lié à celui de TAP2. Cet état facilite la liaison peptidique et initie
l’hydrolyse de 1’ATP en réponse à la liaison d’un peptide. Cela nous mène ensuite à
la seconde étape du transport. Le chargement du peptide est transmis aux NBD via un
lent changement de conformation qui est nécessaire pour l’hydrolyse de l’ATP
(Gorbulev et coït., 2001). Les complexes TAP phosphorylés sont capables de lier les
peptides mais pas de les transporter (Li et coïï., 2000). Troisièmement, l’hydrolyse de
l’ATP dans TAPi fait débuter le transport du peptide vers le RE. Cela provoque
également le relâchement de l’ADP par TAP2. En d’autres mots, TAP1 est lié à un
nucléotide et TAP2 est libre. Une molécule d’ATP va donc se lier au site catalytique
de TAP2 et l’hydrolyse de cette molécule va permettre de compléter le transport du
peptide. Ensuite, la molécule d’ADP liée à TAPi va être relâchée. Cet état est non
permissif pour le complexe de chargement et tant qu’une autre molécule d’ATP ne se
lie pas à TAP 1, le CMH I lié avec un peptide ne peut se séparer du complexe de
chargement. Une fois qu’une molécule d’ATP se lie à TAPi, le CMH I peut être
libéré du complexe et l’hétérodimère TAP reprend sa conformation initiale, ce qui
termine la quatrième étape (AÏberts et coiï., 2001) (figure 3).
Les nucléotides qui se lient aux NBD le font plus spécifiquement à la partie
Walker A. Il a été démontré par Saveanu et cou, que la présence d’une substitution
nucléotidique d’une lysine pour une méthionine au codon 544 de TAPi
(TAP1K544M) ou TAP2K5O9M ou d’une délétion dans la séquence Walker A
empêche la liaison des nucléotides et donc, par le fait même, arrête le transport
(Saveanu et coït., 2001; Lapinski et coït., 2001). La mutation R659Q dans TAPi
affecte quant à elle le passage de l’hydrolyse de l’ATP à l’étape dct transport (Gaudet
et Wiley, 2001). Des mutations à l’intérieur de la séquence Walker A de TAPi
n’empêche pas la liaison peptidique. Par opposition, des mutations dans TAP2
inhibent la liaison peptidique. Par ailleurs, des essais sur la capacité de variants de
TAP à lier l’ATP ont démontré que la substitution du résidu lysine en position 7 dans
la séquence de Walker A par une histidine abolit la liaison des nucléotides dans TAPI
et TAP2. De plus, toutes les mutations qui abolissent la liaison nucléotidique
diminuent le transport peptidique (Knittler et coït., 1999; Alberts et coït., 2001).
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Figure 3 Le cycle du transport des peptides par le transporteur TAP,
illustrant l’action de l’ATP sur les deux sous—unités du complexe
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Tiré de Lankat-Buttgereit et lampe, 2002
Plusieurs autres mutations ont été identifiées pour inhiber la liaison
nucléotidique. Ainsi, le remplacement des glycines en position I et 6 de Walker A,
dans la séquence d’a.a. GXXGXGKS/T, pour une valine ou une sérine, et ce dans les
deux sous—unités bloque complètement la liaison nucléotidique et le transport
peptidique (Alberts et cou., 2001; Knittler et cou., 1999). Cependant, cela ne bloque
pas ta capacité du complexe TAP à lier les molécules du CMH de classe I. II y a
également les résidus 2 et 3 de la séquence Walker A qui ne peuvent pas être
remplacés par une sérine comme c’est pourtant le cas chez la majorité des
transporteurs ABC procaryotes et eucaryotes (Alberts et col!., 2001).
Ainsi, des mutations dans les NBD peuvent affecter la liaison et le transport
peptidique. Cependant, d’autres facteurs peuvent également influencer la liaison et le
transport peptidique, comme la séquence d’acides aminés des peptides et les
domaines transmembranaires.
3.4. L’affinité peptïdique
3.4.1. La sélection des acides aminés
TAP lie et transporte préférentiellement les peptides d’une longueur de $ à 16
a.a. (Koopmann et coït., 1996). Les peptides de plus de 40 a.a. seront aussi
transportés, mais l’efficacité du transport sera diminuée (Ritz et Seliger, 2001;
Koopmann et coït., 1996) puisqu’ils sont trop longs pour être transmis directement
atix molécules du CMH de classe 1. Les peptides de 1 6 a.a. et plus sont tout de même
liés par TAP car leur affinité est plcts grande que celle des épitopes matures. Ces
peptides trop longs (« NI—12—terminal extented ») ont généralement te bon groupement
C-terminal pour leur liaison au CMH de classe I mais leur terminaison en NH2—
terminal est trop longue. La conversion de ces précurseurs NH2-terminal longs en
épitopes matures (de la longueur appropriée pour la liaison au CHM de classe I) est
effectuée par des aminopeptidases que l’on nomme ERAPÏ et qui se situent dans le
RE (Saric et coït., 2002, York et coït., 2002).
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La longueur des peptides qui sont liés par TAP correspond donc sauf dans le
cas des peptides ff NH2-terminal extented » à celle que lie les molécules du CMH de
classe I (Mombctrg et Hammerling, 1998).
Les peptides destinés à être liés par TAP proviennent surtout de protéines
nouvellement synthétisées (Reits et col!., 2000). La sélection peptidique est, entre
autre, influencée par les acides aminés en C-terminal (COOH—terminaÏ) et les trois
premiers résidus amino—terminal (NH2—terminal). Les acides aminés entre ces deux
zones ne contribuent pas de manière significative à la sélectivité peptidique mais sont
nécessaires pour leur reconnaissance par le CMH et par les récepteurs des CTL
(Revue par: Lankat-Buttgereit et Tampe, 1999). La région en C-terminale joue un
rôle important puisque c’est souvent cette partie qui vient s’ancrer dans le domaine de
liaison aux peptides des molécules de CMH de classe I. Ce motif permet une plus
grande diversité dans la présentation peptidique aux CTL (Uebel et Tampe, 1999).
Momburg et col!, ont déterminé que le complexe TAPÏ-TAP2 précérait les peptides
avec des résidus hydrophobes en C-terminal à ceux qui sont polaires (Momburg et
Hammerling, 1998). Mentionnons que TAP peut quand même lier les peptides qcli
n’ont pas de résidus hydrophobes en C-terminal. Ainsi, par exemple, TAP peut lier
des peptides avec de l’acide glutamique en C-terminal mais dans ce cas-là, la
séquence entière du peptide va influencer la sélectivité (Momburg et Hammerling,
199$; Androlewicz et cott., 1994). La présence de certains acides aminés (a.a.) à des
positions spécifiques peut aussi influencer positivement ou négativement le transport.
Ainsi, en comparant la présence d’une leucine par rapport à celle d’une asparagine en
position 5 d’un peptide de 10 a.a., on peut constater un fort impact inhibiteur sur le
transport peptidique (Momburg et Hammerling, 199$; Gournier et coi!., 1995). En
général, c’est la sous—unité TAP2 qui influence de manière plus importante la
sélection d’acides aminés avec un domaine C-teminal hydrophobe (Armandola et
col!., 1996).
Des études sur la capacité de liaison peptidique de TAP ont démontré que
cette liaison, en plus de dépendre de la séquence en acides aminés, dépend également
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de la température et du pH à laquelle s’effectue la procédure, ainsi que de la séquence
des domaines de liaison peptidique de TAP. Il a donc été déterminé qu’en augmentant
la température à 55°C et ce durant 5 minutes, l’efficacité de liaison est diminuée de
45%. Le pH est quant à lui optimal à 7.8 et des pH extrêmes affectent le relâchement
des peptides de 8OtY0 (Nijenhuis et cou., 1996; van Endert et cou., 1994).
En général, TAPI et TAP2 sont requis pour la formation du site de liaison
peptidique. Des études utilisant des peptides dans lesquels une chaîne photo activable
a été introduite ont démontré que les peptides interagissaient avec les deux sous
ctnités du complexe TAP. (Nijenhuis et col!., 1996; Androlewicz et colt., 1994). La
majorité des études qcti ont étudié la spécificité du transport effectué par TAP ont
démontré que certaines mutations ont un impact sur le transport peptidiqcte. Il existe
par contre quelques études qui ne sont pas en accord avec cela, comme par exemple
l’étude de Obst et coll.(1995). Des mutations dans les domaines de liaison peptidique
de TAP peuvent également influencer la liaison et le transport des peptides par TAP.
Ritz et cotl. ont d’ailleurs identifié des séquences de TAP 1 qui sont essentielles pour
le transport. En effet, il a été trouvé qu’une délétion entre les résidus 366 et 405
bloque le transport, mais que des délétions en amont ou en aval de cette région n’ont
aucune influence sur le transport (Ritz et cou., 2001). En ce qui concerne TAP2, trois
sites ont été identifiés pour leur possible implication dans la sélection des peptides,
soient: les acides aminés TAP2 217,2 18; 262,265,268; et 374,380. Une mutation à la
position 374 (Alanine— Thréonine) de TAP2 a également été identifiée pour modifier
la spécificité dci transport (Vos et colt., 1999; Momburg et coÏt., 1996). De plus, des
résidcts situés entre les positions 452 à 748 pour TAPI et 399 à 686 pour TAP2 sont
nécessaires pour la formation de l’hétérodimère et par conséquent, à la formation du
pore (Lapinski et coÏt., 2000). Des mutations dans ces régions peuvent entraîner des
conséquences importantes sur la fonction de TAP.
Donc, la séquence des peptides ainsi que la séquence des gènes TAP ont une
influence sur le transport des peptides du cytosol jusqu’au CMH de classe I.
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3.4.2. Facteur génétique affectant l’efficacité de la présentation des
peptides par TAP au CMII de classe t
Selon les aflèles dci CMH qu’un individu possède, te transporteur TAP
transmettra picis ou moins bien les peptides. Ainsi, avec les allèles RIA (human
leucocyte antigen)-A3, -A24 ou —327, TAP présente efficacement les peptides. Les
molécules, résu]tant de l’expression de ces allèles, n’auront par la suite aucune
difficulté à aller présenter les peptides aux CTL. Par contre, la présentation est
inefficace lorsque ce sont les allèles KLA-A2, -37 ou —B8 qui sont présents (Brusic
et colt., 1999).
Ainsi, certains allèles du RIA permettent une meilleure efficacité de transport
peptidique entre ]e HLA et TAP. De plus, certaines mutations dans les gènes HLA
peuvent empêcher le chargement des peptides par TAP sur le complexe du CMH. Par
exemple, le changement d’une thréonine pour une lysine en position 134 de l’allèle
HLA-A2 rend impossible l’interaction entre le complexe TAP et HLA (Ii et coït.,
1997; Peace-Brewer et coït., 1996; Lewis et coït., 199$).
Donc, l’accomplissement de la fonction de TAP, c’est-à-dire le chargement des
peptides sctr les molécules dci CMH, nouvellement synthétisées, peut-être influencé
par des facteurs extérieurs à TAP comme les allèles HLA ou par la génétique même
de TAP.
4. Les gènes TAPi et TAP2
4.i.La structure génomique des gènes TAP
Le transporteur des antigènes apprêtés est codé par deux gènes, les gènes TAPI et
TAP2. Ceux-ci sont situés sur le chromosome 6 dans la région des gènes du CMH de
classe 11. Les gènes TAP sont en association avec les gènes codant pour une partie du
protéasome, les gènes LMP2 et LMP7 (voir figure 4).
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Les gènes TAPi et TAP2 comprennent respectivement environ 8 et 10 kilobases,
ainsi que 11 exons chacun. Lorsqu’on compare les deux gènes, on remarque que huit
des exons de TAPi ont la même longueur que leur équivalent dans le gène TAP2,
mais que la taille des introns varie de façon assez significative. Les trois exons qui
ont une longueur différente sont les exons 1, 9, et 1 1 et diffèrent par 100, 3 et 78
nucléotides respectivement. Les onze frontières introns/exons sont identiques et
suivent la règle dci GT/AT pour l’épissage (Beck et cou., 1992).
Les protéines TAPi et TAP2 montrent, de façon globale, une homologie d’acides
aminés de seulement 64%. Cette similarité est de 100% dans la région codée par les
exons 8 et 10 qui représente les domaines de liaison nucléotidique. Ceci suggère que
ces deux gènes ont évolué à partir d’un ancêtre commun par duplication lors du
développement du système immunitaire chez les vertébrés (Beck et cvii., 1992).
4.2. La régulation des gènes TAP
La région en 5’ des gènes TAP contient les informations nécessaires pour
l’initiation de la transcription. Les gènes TAP ne contiennent pas la boîte TATA,
normalement présente en amont des gènes eucaryotes. En remplacement de cette
boîte, ils contiennent 2 éléments riches en GC (séquence d’ADN reconnu (SPi)).
Un d’entre eux, la boîte NF-KB, est située en amont de la base 13 1 de l’exon
I et l’autre, la boîte SP/GC, est localisée en amont du 1 17e nucléotide (Elliot,
1997; Beck et coU., 1992). Une mutation dans le site de la boîte SP/GC de TAPI
mène à une réduction importante dci seuil de la transcription (Elliot, 1 997 Beck et
cou., 1992). Le site NF-KB est qLtant à lui, important poctr l’induction de l’activité du
promoteur (Cramer et coU., 2000).
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Figure 4 Représentation de la localisation des gènes TAPi et TAP2 dans la région
des gènes du CMH de classe II, situé dans le chromosome 6
CMH de classe II CMH de classe I






Tiré d’après Alberts et coll.,1997
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En plus de ces decix sites régulateurs, il y a également un élément de réponse
stimulé (ISRE) par les interférons ‘y (1FN- qui est situé en 5’ du 1 nucléotide
pour TAPi et du 5731ehh1e pour TAP2 ( Revue par: Elliot, 1997; Beck et col!., 1992).
La transcription peut-être sur-régulée par IfN-3, IFN-y et pal- les facteurs nécrosant
les tumeurs —Œ (TNF-Œ.) Le 1SRE travaille conjointement avec la boîte NF-KB pour la
régulation de l’expression de TAP.
La majorité des études sur la régulation des gènes TAP a été effectuée à partir
du gène TAPi. L’expression de TAPi est régulée par un promoteur bidirectionnel
partagé avec le gène LMP2, qui est inductible par les interférons (Cramer et col!.,
2000). Ainsi, pour TAPi cinq éléments sont présents pour la régulation de
l’expression du gène. Il y a le promoteur bidirectionnel Tapl/LMP2, les sites NF-KB,
SP/GC et une combinaison d’un ISRE avec un élément d’activation à IfN-y. Cette
dernière région est importante pour la régulation du promoteur bidirectionnel
indctctible par les IfN-y(Cramer et colt., 2000).
En plus d’être augmenté par les 1fN-3 et --y, l’expression de TAP 1 est aussi
augmentée par la protéine p53 et les agents de L’ADN endommagé, mais est diminuée
par l’interleukine-lO (Il-10). L’induction de TAPI par l’ADN endommagé est p53-
dépendant puisque TAPi n’est pas induit dans les cellules où le p53 n’est pas
fonctionnel. Les nouvelles protéines TAPI induites par le p53 augmentent le
transport des peptides au CMH I et par conséquent, l’expression de ceux-ci à la
surface cellulaire. La voie du CMH de classe I est critique pour la surveillance contre
les tumeurs, ce qui pourrait expliquer le fait que le p53 actgmente l’expression de
TAP1. Zhu et colt. ont également trouvé que le p73, un homologue du p53, est lui
aussi capable d’induire l’expression de TAPi en coopérant avec le p53 (Zhu et colt.,
1999). Il semble qtte la régulation de l’expression de TAP2 soit semblable à celle de
TAPi (Revue par: Élliot, 1997).
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4.3. Les régions exprimées par chaque exons
Après les sites régulateurs, on retrouve sur la séquence d’ADN I’exon 1. Celui de
TAPI code pour des modules spécifiques de la région N-terminale de la protéine qui
comprend entre autre quatre sites de glycolysation. Pour TAP2, l’exon 1 code pour la
région N-terminale. Le pore est quant à lui codé par les exons 2 à 4. Le domaine de
liaison peptidique de TAP1 est codé par la fin de l’exon 5, l’exon 6 et le début de
l’exon 7 (Ritz et coiL, 2001); et celui de la sous-unité protéinique de TAP2 est codé,
plus particutiètement, par les exons 5 et 6 niais également par une partie des exons 4
et 7 (Vos et cou., 1999). Le dernier grand domaine des deux sous-unités, soit le
domaine de liaison à l’ATP, est codé par les exons 8 et 10. La partie Walker A est
codée par l’exon 8 et la partie Walker B est codé par l’exon 10. Cela est valable pour
le gène TAPi et TAP2. L’exon 9 et, une partie de l’exon 7 codent, quant à eux, pour
2 modules hydrophiles dans le domaine de liaison nucléotidique. Finalement, l’exon
11 des 2 gènes code pour la région ABC terminale de leur protéine (Revue par:
Elliot, 1997).
4.4. Polymorphismes dans les gènes TAP
Depuis la découverte des gènes TAPI et TAP2, ptctsieurs recherches se sont
portées sur l’étude du polymorphisme de ces deux gènes et ainsi, plusieurs sites
polymorphes ont été trouvés, et ce, autant dans les exons qcte dans les introns. Des
mutations ont été découvertes dans la majorité des exons de TAPI et de TAP2. Une
mutation est une modification permanente dans l’ADN due au fait qu’un des
processus de conservation de l’ADN ait fait défaut. Les mutations qui sont connues
dans la littérature jusqu’à ce jour sont indiquées dans le tableau I pour TAPi et dans
le tableau 2 pour TAP2. Un fait à mentionner, est que la majorité des études
effectuées sur le polymorphisme des gènes TAP se sont effectuées chez des
Caucasiens. En effet, seulement deux études ont pris comme sujets des Africains qui
provenaient du Rwanda et du Zambie (Tang et colT, 199$; Tang et col!., 2001). Les
mutations rencontrées j usqu’à présent ont été trouvées dans les deux populations.
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Tableau 1 Polymorphismes déjà connus dans les régions codantes de TAPi
Location Substitution nucléotidique Changement Référence
d’acide aminé
Codon 254 GGC-GGT Gly-Gly (Szafer et coI!., 1994)
Codon 333 ATC-GTC 11e-Val (Colonna et col!., 1992)
Codon 370 GCT-GTT Ala-Val (Aoki et col!., 1993)
Codon 458 GTG-TTG Val-Leu (Jackson et Capra, 1993)
Codon 518 GTC-ATC Val-11e (Yan et cou., 1997)
Codon 637 GAC-GGC Asp-Gly (Colonna et col!., 1992)
Codon 648 CGA-CCA Arg-Gln (Jackson et Capra, 1993)
Codon 659 CGG-CAG Arg-Gln (Chen et col!., 1996)
Codon 661 CCG-CCA Pro-Pro (Szafer et col!., 1994)
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Tableau 2 : Mutations répertoriées pour les régions codantes du gène TAP 2
Location Substitution nucléotidique/ Changement d’ acide Référence
Délétion aminé
Codon 164 GTC-GTT Val-Val Nolan
Codon 253 GTT-GTC Arg-Stop (De la Salle et colt., 1994)
Codon 326 A Ala-Ala (Moins-Teisserenc et colt.,
1999)
Codon 374 GCC-ACC Ala-Thr (Tang et colt., 199$)
Codon 379 GTA-ATA Val-11e (Bahram et coU., 1991)
Codon 386 GGG-GGT Gly-Gly (Cano et Baxter-Lowe, 1995)
Codon 436 AAC-AAT Asn-Asn (Tang et colt., 1998)
Codon 458 ACG-ACA Thr-Thr (Tang et coït., 199$)
Codon 466 GGG-GGA Gly-Gly (Tang et colt., 199$)
Codon 467 GTT-ATT Val-11e (Tang et colt., 199$)
Codon 513 GCT-TCT Ala-Ser (Tang et coït., 1998)
Codon 565 GCT-ACT Ala-Thr (Powis et col!., 1993)
Codon 577 ATG-GTG Met-Val (Keicho et colt., 1999)
Codon 604 GGA-GGG Gly-Gly (Keicho et cou., 1999)
Codon 651 CGT-TGT Arg-Cys (Szafer et colt., 1994)
Codon 665 ACA-GCA Thr-Ala (Colonna et colt., 1992)
Codon 687 TAG-CAG Stop-Gin (Carrington et colt., 1993)
Codon 697 GTG-GTT Val-Val (Colonna et colt., 1992)
L’influence de ces mutations sur l’activité et/ou la spécificité de la liaison peptidique
varie selon les études. Par exemple, pour la mutation en position 374 de TAP2, il y a
des études qui mentionnent qu’elle altère le transport (Armandola et colt., 1996),
alors que d’autres sont en désaccord avec cette affirmation (Obst et colt., 1995). Les
mutations aux codons 565 et 665 pour TAP2 entraînent la présence de nouveaux sites
de phosphorylation qui pourrait influencer le transport peptidiqcte (Li et colt., 2000).
Certaines des mutations connues ont permis de déterminer une nomenclature allélique
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reconnue par l’organisation mondiale de la santé (OMS) (WHO international
committee) (htlp://w\\\\ .anhlli)nvnoIan.oru.uL:t) Hl( i ). Les attèles ont été
déterminés par les polymorphismes qui affecte la structure de la protéine.
Ainsi, jusqu’à présent comme il est illustré dans le tableau 3, six allèles sont
reconnus dans la littérature pour TAPi, soient : TAP1*OlOl qui est l’allèle sativage,
TAPI *01 02N qui contient une délétion d’une guanine en position 200, TAP 1*02011
qui diffère de l’allèle sauvage par la présence d’une valine (Val) en codon 333 au lieu
d’une Isoleucine (11e) et d’une glycine (Gly) au codon 637 act lieu d’une asparagine
(Asp). TAP1*02012 est, pour sa part, similaire à TAPI*0201 1 mais en plus des
mutations sus-mentionnées, on retrouve au codon 661 une mutation silencieuse au
niveau de la proline (Pro). Finalement, l’allèle TAP1*0301 est déterminé par la
présence d’une valine en 333 à la place de l’isoleucine et l’allèle TAP1*0401
possède une valine en 333, une glycine en 637 au lieu d’une asparagine et une
glutamine (GIn) en 64$ à la place d’une arginine (Arg) (Jackson et Capra, 1993).
Deux nomenclatures sont utilisées dans la littérature soit celle qui est officielle et qui
vient d’être mentionnée ou une nomenclature qui utilise les lettres A à E pour
identifier ces allèles. Dans le tableau 3, on retrouve les dccix nomenclatures.
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Tableau 3 Les différents allèles de TAPi basés sur les substitutions d’acides aminés
Substitutions des acides aminés
Ailèles Codon 333 Codon 458 Codon 637 Codon 64$ Codon 661
Ile- Val Va1- Leu Asp— Gly Arg- Gin Pro- Pro
Tapl*0101 11e Val Asp Arg Pro
TAP1*A
Tapl*0102N 11e Val Asp Arg Pro
Tapi*020l1 Val Val Gly Arg Pro
TAP1*B
Tapl*02012 Val Val Gly Arg Pro
TAP1*E
Tapl*0301 Val Val Asp Arg Pro
TAP1*C
Tapl*0401 Val Leu Gly Gln Pro
TAPI*D
L’aIlèle sactvage est l’aIlèle TAP2*0101. L’allèle TAP2*0102 est défini par la
présence d’une thréonine (Thr) au codon 565. L’allèle TAP2*0 103 est caractérisé par
la présence d’une cystéine (Cys) qui remplace l’arginine au codon 651 (Cano et
Baxter-Lowe, 1995). Quant à l’allèle TAP2*0201, on retrouve au codon 665 une
alanine au lieu d’une thréonine et au codon 687, une glutamine à la place d’un codon
stop, ce qui allonge la transcription (Colonna et colt., 1 992). En ce qui à trait aux
allèles non reconnu par l’OMS, on retrouve entre autre les allèles TAP2C et TAP2D.
L’allèle TAP2C se défini par une valine au codon 379 au liect d’une isoleucine
(Szafer et coÏt., 1994) et l’allèle TAP2D par la substitution d’une valine pour une
isoleucine au codon 379 et d’une thréonine remplaçant une alanine au codon 565
(Powis et colt., 1992). Selon l’allèle présent les domaines de liaison peptidique de
TAP lieront des séquences d’acides aminés différentes. Ainsi, les peptides qui seront
présentés au CMH de classe I seront différents.
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Un nouveau polymorphisme fonctionnel impliqué dans l’épissage a également
été trouvé pour le gène TAP2 et celui-ci conduit à l’allèle TAP2iso. Dans cet allèle,
l’exon 11 est absent ainsi que la région 3’ qui sont présents normalement dans le gène
TAP2. À la place de l’exon 11, on retrouve un exon 12 et une autre région 3’. Le
complexe TAP1-TAP2iso facilite la maturation des molécules du CMH I. Selon Yan
et cou., TAP2iso sel-ait normalement co-exprimé avec les ARN messagers du TAP2
conventionnel (Yan et cou., 1999) et la présence de cet allèle crée un nouveau patron
de présentation (Ritz et Seliger, 2001).
Ainsi, les gènes TAP sont polymorphes et ont des différences alléliques, ce
qui pourrait jouer un rôle dans l’association avec certaines maladies.
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Tableau 4 Affectation des altèles de TAP2 selon les substitutions d’acides aminés
Substitutions des acides aminés
Allèles Codon 379 Codon 565 Codon 651 Codon 665 Codon 687
Va1- 11e A1a- Thr Arg- Cys Thr- Ala Stop— Gin
Tap2*0101 Val Ala Arg Thr Stop
TAP2*A
Tap2*0201 Val Ala Arg Ala GIn
TAP2*B
Tap2*C 11e Ala Arg Thr Stop
TAP2*D 11e Thr Arg Thr Stop
Tap2*0 102 Val Thr Arg Thr Stop
TAP2*E
TAP2*0 103 Val Ala Cys Thr Stop
TAP2*f
TAP2*G Val Ala Arg Thr Gln
TAP2*H 11e Ala Arg Ala stop
5. Association entre TAP et maladies
Plusieurs études tentent d’associer des mutations dans les gènes TAPi et TAP2
avec différentes maladies, quel les soient génétiques, auto-immunes, infectieuses ou
de les associer avec certains cancers.
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5.1. Les maladies génétiques
Les syndromes associés avec des déficietices dans TAPI et TAP2 sont similaires
et sont caractérisés, entre autres, par le développement d’inflammation chronique
dans les voies respiratoires chez les enfants et des vasculites. Les défauts dans le
complexe TAP ne sont pas mortels.
Le syndrome du lymphocyte dénudé (Bai-e lymphocyte syndrome) (BLS) est
caractérisé par une sévère diminution de l’expression des molécules du CMH de
classe I (BLS type 1) ou II (BLS type 2) à la surface cellulaire. Le typage de tissus de
patients atteints du BLS de type 1 a démontré que la diminution de l’expression du
CMH de classe I à la surface est due à une lacune dans le complexe TAP. La maladie
peut, en premier lieu, être cacisée par une déficience dans TAP2 qui est due à la
présence prématurée d’un codon stop à la place d’une arginine au codon 253, ce qui
résLtlte en un complexe TAP non fonctionnel (Teisserenc et coït., 1997; de la Salle et
coït., 1994). Mentionnons que, les patients qui sont atteints du BLS de type 1 et qcti
possèdent ce polymorphisme sont homozygotes pour cette mutation (De la Salle et
coit., 1994). En second lieu, le BLS de type 1 peut être dû à deux mutations présentes
dans le gène TAPI. La première mutation est une délétion d’un nucléotide au début
de l’exon 2 (délétion d’un G au codon 200) et la seconde est une substitution, d’un G
pour un A en 3’ dct site d’épissage. Ces dectx mutations mènent à un changement du
cadre de lecture (de la Salle et coït., 1999; furukawa et coït., 1999a; Furukawa et
coït., 1999). La mutation dans TAP2 résulte en une maladie plus sévère que les
mutations dans la sous-unité TAPI (Ritz et Seliger, 2001).
Il a également été trouvé que des patients atteints du syndrome de Wegener, une
variante du syndrome du lymphocyte dénudé, avaient une carence dans l’expression
dct complexe TAP. Les mutations dans la socis-unité TAP2 sont responsables de la
sous-expression des molécules du CMH de classe 1 à la surface cellulaire (Moins
Teisserenc et coït., 1999). Cette carence est due à la délétion d’une adénosine au
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codon 326, ce qui résulte en un changement du cadre de lecture et entraîne la
présence prématurée d’un codon stop.
5.2. Maladies auto-immunes et les rejets de greffes
La participation de TAP dans la susceptibilité à développer une maladie auto-
immune est controversée. Pour plusieurs patients avec diverses maladies auto—
immunes liées au CMH, comme le diabète de type I, le syndrome de Sjôgren, et la
maladie de Grave, il a été démontré qu’il y avait une diminution de la régulation du
niveau d’ARN messager de TAPI et TAP2 et ce à différents degrés (Revue par:
Lankat-Buttgereit et Tampe, 2002). Ces données suggèrent qcl’une transcription
incorrecte des gènes TAP peut contribuer à réduire l’expression des molécules du
CMH de classe I à la surface cellulaire dans les maladies auto-immunes. Les cellules
n’ayant pas de molécules du CMH de classe ï à leur surface risquent de devenir la
cible des cellules tueuses naturelles (NK). Cependant, dans d’autres études aucune
différence entre la transcription des ARN chez les patients et les contrôles n’a été
observée (Kuwata et cou., 1995; Maksymowych et cou., 1995).
Récemment, la régulation de TAP par la phosphorylation a été examinée (Li et
cou., 2000). Le complexe TAP peut, comme on l’a déjà vu, lier l’ATP et les peptides,
mais sans l’hydrolyse de l’ATP, cela le rend incapable de transporter les peptides.
Plusieurs mutations sont des sites potentiels pour la phosphorylation. Il a été suggéré
qu’une phosphorylation anormale de TAP mène à une réponse immune cytotoxique
et subséquemment au développement de maladie auto-immune (revue par : Lankat
Buttgereit et Tampe, 2002).
Les observations illustrant que les différences alléliques peuvent mener à des
différences dans la présentation des antigènes ont actgmenté les spéculations sur une
possible association entre TAP et les maladies auto-immunes impliquant le CMH de
classe I (Élliot, 1997; Obst et cou., 1995). Ainsi, pour le diabète de type 1, certaines
études ont démontré que la présence de l’allèle TAP2*0201 serait un facteur de
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protection (Penfoniis et col!., 2002) alors que la présence de l’allèle TAP2*OlOl
serait un facteur de susceptibilité pour la maladie, mais cela est peut-être dû à un
déséquilibre de liaison (Rau et colt., 1997). En ce qui concerne TAPI une association
possible entre l’atlèÏe TAPI*0201 serait un facteur positif vers ta maladie, mais
d’autres études ont montré que cette association serait due à un déséqLtilibre de
liaison (Rau et col!., 1997; Caillat-Zucman et coÏt., 1993). Il y a également les allèles
TAP1*0101/TAP1*0301 qui ont été associés avec un facteur de risque pour le
diabète de type 1 (Jackson et cou., 1993).
Chez des Japonais atteints du syndrome Sjôgrens, une mutation en position 577
de TAP2 (méthionine pour une valine) est connue comme un facteur génétique
pouvant déterminer la susceptibilité à ce syndrome (Kumagai et cou., 1997).
La maladie de Grave a, quant à elle été positivement associée avec les allèles
TAPI*0301 et TAP2*010l, alors que l’allèle TAPI*0401 a montré une association
négative avec la maladie Grave (Rau et cou., 1997).
D’autres maladies ont également été étudiées pour leur possible association avec
TAP comme la maladie de Behcet, où la fréquence de l’allèle TAP2*0l01 est plus
élevée chez les patients que chez les contrôles et où, en opposition, l’allèle
TAP1*0301(GonzalezEscribano et colt., 1995) et l’allèle TAP2*0201 est absente
chez les personnes atteintes de la maladie (Ishihara et coÏt., 1996). 11 y a également la
spondylite ankylosante dans laquelle il y atirait une association entre la maladie et les
allèles TAP2D et TAP2H (Konno et coït., 1998;), mais cela reste encore à
déterminer, il en de même pour l’allèle TAP1*0201 (Maksymowych et coït., 1995).
Le lien, entre un allèle de TAP et la dermatite atopique, n’est pas très clair. En
effet, deux études ont indiqué qu’aucune association ne pouvait être faite (Kuwata et
colt., 1994; Kuwata et coït., 1995), mais une acitre étude faite par ismaïl et colt. chez
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les Tunésiens, a démontré que la présence d’une glycine au codon 637 de TAPI
augmente les risques d’atopie (Ismail et colt., 1997).
Deux autres maladies fréquemment étudiées pour leur association avec TAP sont
l’arthrite rhumatoïde et le syndrome de Reither. Dans le syndrome de Reither, la
fréquence des allèles TAP1*0301 et TAP2*0101 est significativement plus élevée
chez les patients que chez les contrôles et cette association est indépendante d’autres
facteurs génétiques tels les gènes HLA (Barron et coït., 1995). En ce qui concerne
l’arthrite rhumatoïde, certaines étctdes tendent à démontrer une association entre la
maladie et les gènes TA?, mais d’autres réfutent cette association. Ainsi, Tuokko et
colt. ont montré qu’une combinaison entre les allèles TAP2J et TAP2*0103 est
positivement associée avec la maladie (Tuokko et colt., 2001) aloi-s que Takeuchi et
colt., Vinasco et cotl.(199$) et Vejbaesya et coll.(2000) n’ont montré aucune
association (Takeuchi et colt., 1997a; Takeuchi et colt., 1997b; Vinasco et colt., 199$;
Vejbaesya et colt., 2000).
finalement, plusieurs autres maladies ont été étudiées pour vérifier la présence
d’une association entre ces maladies et les variants de TA?. Cependant, en ce qui
concerne ces maladies, aucune association n’a pu être observée de façon significative.
C’est le cas de la sarcoïdose (Ishihara et colt., 1997), dit lupus érythémateux
systémique (Takeuchi et colt., 1996; Davies et colt., 1994) et de la maladie coeliaque
(Powis et colt., 1993b). En ce qui concerne cette dernière maladie, une première
association avait été indiquée mais suite à des analyses plus poussées, il a été indiqué
que l’association faite était en réalité due à un déséquilibre de liaison entre TA? et
des allèles NLA de classe II (?owis et coït., 1993b)
En ce qui à ti-ait aux transplantations, très peu d’études ont analysé l’impact de
TAP sur le rejet de greffes. Par contre, il a été démontré que le rejet d’un rein, api-ès
cme transplantation, semble être influencé par la présence de polymorphismes dans le
gène TAP2. Il apparaît que si le donneur code pour l’allèle TAP2*0103, la
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présentation des antigènes allospécifiques est amoindrie ce qui favorise l’intégration
du transplant (Revue par: Lankat-Buttgereit et Tampe, 2002).
5.3. L’association avec les cancers
L’analyse de lésions enlevées chirurgicalement et de lignées cellulaires, le tout
dérivant de tumeurs, a fourni l’évidence que les transformations néoplasiques sont
fréquemment associées avec des problèmes dans l’expression de TAP (Seliger et
colt., 199$). En comparaison avec les tissus normaux, toutes les tumeurs typées
présentaient une diminution ou un dérèglemetit de l’expression du gène TAP 1.
Comme il a été mentionné précédemment, le p53 induit l’expression de TAP 1.
Puisque plus de 50% des tumeurs inhibent le p53, celui-ci n’est plus capable
d’induire TAPI ce qui peut expliqcter la diminution de l’expression de TAPI dans les
tumeurs (Zhu et colt., 1999). De plus, un grand nombre de tumeurs sécrètent de 11—10
qui est reconnue pour diminuer l’expression de TAP (Zeidler et coït., 1997).
Dans des tumeurs cancéreuses du cerveau et des poumons un très faible niveau
d’ARNmessager de TAPI et TAP2 est détectable (Chen et coït., 1996). La
diminution de l’expression de TAPi a également été constatée dans les carcinomes
du col utérin (Evans et coït., 2001), du rein (Kal]felz et col!., 1999) et les lymphomes
de Burkitt (Frisan et coït., 1996). Dans qtielques cellules tumorales cancéreuses le
niveau d’ARNm de TAP peut être restauré par stimulation à l’IFN-y. De plus, des
études avec le virus de la vaccine contenant le gène TAPi ont démontré que ce virus
pocivait réduire de façon significative les tumeurs chez les souris, ce qui laisse croire
que TAP pourrait être impliqué dans la lutte contre le cancer (Seliger et coït., 199$;
Singal et colt., 199$; Kallfelz et coït., 1999). La perte de l’expression de TAP dans
les tumeurs malignes semble donc être un phénomène commun (Momburg et
Hammerling, 199$). Une étude de Kamarashiev et coïl. a illustré une relation entre la
diminution de l’expression de TAP 1 et le potentiel oncogène des mélanomes. Ainsi,
une baisse significative de l’expression de TAPi a été associée avec le pronostique
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d’oncogénicité et ce indépendamment de l’épaisseur des lésions primaires qui est
habituellement utilisée pour le pronostique (Kamarashev et colt., 2001).
La diminution de l’expression de TAP, et par conséquent celle des HLA de classe
i à la surface cellulaire, peLtt être un moyen d’évasion utilisé par les tumeurs pour
échapper au système immunitaire. De plus, des mutations dans les gènes TAP
peuvent aussi être impliquées, comme c’est le cas dans le cancer des poumons. Une
mutation dans le domaine de liaison à l’ATP, au codon 659 de TAPI, résulte en un
changement d’acide aminé d’une arginine pour une glutamine (Gin), ce qui rend les
cellules incapables de lier et de transporter les peptides. Cette mutation a été relevée
dans toutes les cellules tumorales testées par Chen et colt. et est à l’origine de
l’échappement au système immunitaire (Chen et colt., 1996).
Un acitre cancer étudié est la maladie d’Hodgkin dans laquelle les allèles de TAPi
codant pour une isoleucine en 333 prédisposent pour la maladie d’ordre familial
(Harty et colt., 2002).
5.4. L’association avec des maladies infectieuses
Les cellules CD$ reconnaissent et éliminent de façon efficace les cellules
infectées par les virus, un processus qtli requiert la présentation des peptides viraux
aux CMH de classe I. Plusieurs virus persistants comme le virus Herpes simplex
(HSV), le cytomégalovirus humain (HCMV), l’adénovirus et le papillomavirus
humain (HPV) ont développé des stratégies pour échapper à la réponse immunitaire
en bloquant la fonction de TAP (Ploegh, 199$). Par exemple, une petite protéine de
9kDa exprimée par le virus Herpes simplex, se lie à TAP et inhibe le transport
eptidiq1e effectué par celui-ci ( Revue par: Elliot, 1997). Le HCMV code pour une
protéine, la gpuS6, qui se lie au complexe TAP. En se liant à TAP, cette protéine
empêche le transport des peptides à l’intérieur de la lumière du RE mais la gpuS6
n’empêche pas la liaison peptidique. La iiaison de la gpuS6 à TAP inhibe le
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changenient de conformation qui doit suivre la liaison peptidique. Cette inhibition
empêche l’ATP de se lier à TAP ce qui altère le transport des peptides. De plus, la
liaison de la gpuS6 avec TAP rend celui-ci incapable de lier les molécules du CMH
de classe I. Ces deux effets de le gpuS6 rendent le complexe TAP non fonctionnel
(Hewitt et colt., 2001; Reits et colt., 2000). L’adénovirus produit, quant à lui la
E3gpl9K, une protéine qui se lie au complexe TAP et inhibe ainsi, la formation du
complexe TAP-Tapasine-CMH de classe I (Ploegh, 1998). En ce qui concerne le
papillomavirus humain (HPV), celui-ci agit sur le niveau de la protéine. En effet,
HPV diminue l’expression de TAP. La protéine E7 des HPV de type 6 et 18 réprime
le promoteur bidirectionnel LMP2/TAP 1 (Ritz et Seliger, 2001; Georgopoulos et
colt., 2000). Donc, en utilisant tous ces moyens, les vircts réussissent à s’implanter de
façon persistante chez l’humain, puisqu’ils échappent au système immunitaire en
bloquant la présentation de leurs antigènes aux molécules du CMH de classe I.
Les gènes TAP peuvent également influencer la susceptibilité à développer des
infections. Ainsi, des études ont trouvé que la présence de l’allèle TAP2*0 102 est un
facteur de protection contre le virus de l’hépatite C (VHC), de même que l’allèle
TAP2*0103 est associé à une progression lente de l’infection à VHC. Alors que
l’allèle TAP2*020l est associé avec la progression de l’infection (Akuta et colt.,
2001; Kuzushita et colt., 1999).
Il a aussi été trouvé que les allèles TAP2*0101 TAP2*0 103 augmentent le risque
de développer la tuberculose lorsqu’une personne est infectée par la mycobactérie.
TAP2*020l a également été positivement associé avec la tuberculose lorsque la
personne est HLA-DR5 négative et avec la lèpre tuberculeuse (Rajalingam et colt.,
1997).
Finalement, certains allèles de TAP ont, en plus, été identifiés pour être un facteur
de risque ou de protection en ce qui à trait à la progression de l’infection vers le
syndrome d’ immunodé ficience humaine (SIDA).
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6. Le VIII et TAP
6.1. Épidémiologie
Apparu dans toutes les régions du monde il y a environ 20 ans, le VIH/SIDA est
maintenant la première cause de décès en Afrique subsaharienne et la quatrième
maladie la plus meurtrière dans le reste du monde. À l’échelle mondiale, environ 40
millions de personnes vivent avec le VIH/SIDA et en l’an 2001 il y a eu
approximativement 5 millions de nouveaux cas. Le VIH/SIDA fait un minimum de 3
millions de morts par année (UNAIDS, 2000).
La région la plus touchée par ce fléau dans le monde est l’Afrique subsaharienne
où 2.3 millions d’Africains sont décédés au courant de l’année dernière.
L’Organisation des Nations Unies (ONU) estime qu’il y a 3.4 millions de nouvelles
infections par année dans cette région du monde, ce qui signifie qu’il y a aujourd’hui
28.1 millions d’Africains qui vivent avec le virus, ce qui représente plus de la moitié
des cas à l’échelle mondiale.
L’ONU et les gouvernements de plusieurs pays tentent de diminuer l’épidémie en
organisant plusieurs programmes, notamment pour diminuer le nombre d’enfants
infectés à la naissance. Au Zimbabwe, par exemple, 70% des décès chez les enfants
de moins de 5 ans sont dus au SIDA.
6.2. Les facteurs génétiques
Plusieurs facteurs influencent la progression de la maladie, comme l’âge au temps
de l’infection, la disponibilité de médicaments et les factetirs génétiques du virus et
de l’hôte.
Les facteurs génétiques de l’hôte sont des déterminants importants dans la
susceptibilité à l’infection au VJH-l et subséquemment, dans la pathogenèse dti
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SIDA. La majorité des études ont, jusqu’à présent, principalement centré lecirs
intérêts sur les gènes de deux systèmes primordiaux dans la réponse immunitaire. Il
s’agit de la famille des molécules qui sont impliquées dans la présentation des
antigènes ainsi que les ligands et les récepteurs des chémokines. Ces dernières ont
d’ailleurs été identifiées comme cofacteurs dans l’entrée du VIH-1 à l’intérieur de la
cellule (Dragic et cou., 1996).
Parmi les gènes codant pour les molécules impliquées dans la présentation des
antigènes, plusieurs investigations ont suggéré que les allèles du HLA et les gènes dct
complexe majeur d’histocompatibilité sont impliqués dans la progression de la
maladie. On retrouve, entre autres, dans les gènes situés à l’intérieur du locus des
gènes du CMH, les gènes HLA de classe I et II, les gènes LMP, les gènes TAP, les
gènes TNf et le complément.
Les facteurs nécrosant les tumeurs jouent un rôle dans l’immuno-pathogenèse dci
SIDA. Ils peuvent induire l’expression du HIV par une activation du facteur dc
transcription NF-KB. Pour le complément, l’allèle C4 est lié à une progression rapide
de la maladie. Pour ce qui est des gènes HLA, deux haplotypes ont été associés avec
une progression rapide de la maladie, soient HLA A1-Cw7-B8-DR3-DQ2 et HLA
A11-Cw4-335-DR1-DQ1 (Kaslow et cou., 1996). Une association vers une
progression rapide u également été trouvée avec d’autres types d’HLA t A23, A24,
A26, 821 et 338. Par progression rapide, on entend qu’une personne infectée par le
virus va développer le SIDA deux à trois ans après l’infection, comparativement à 10
atis lors d’une progression normale vers le SIDA et ce, sans que le patient ne soit
soumis à une thérapie anti—rétrovirale (Kaslow et col!., 1996).
En ce qui à trait aux gènes TAP, la présence d’une isoleucine en position 379 de
TAP2 avec l’allèle HLA A29 ou B8 accélère la progression vers le SIDA (voir
tableau 5). La présence d’une alanine en 665 dc TAP2 avec l’allèle HLA A28 est
également associée avec une progression rapide de ta maladie. De plus, l’alanine en
665 ou l’isoleucine en 379 de TAP2 associés avec les allèles A24 et/ou 360 du CMH
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de classe I sont également associés avec une progression rapide vers le SIDA. Par
contre, l’alanine en 665, avec les allèles A25, A26, A32 oti B18, est associé avec une
progression lente vers le SIDA. Pour TAPi, la présence d’une valine en position 333
avec l’allèle HLA-A3 est associée avec une progression rapide (revue par Roger,
1998; Kaslow et colt., 1996; Keet et colt. 1997). Certains allèles de TAP ont
également été associés avec des allètes dci CMH de classe II. Ainsi, les allèles HLA
DRB1*1300DQB*0603 et HLA DRB1*0700DQB*0303 associés avec une alanine
au codon 665 de TAP2 sont associés avec une progression lente vers le SIDA alors
qu’une valine att codon 333 de TAPI avec les allèles HLA DRB1*040Ï
DQA 1 *0300..DQB 1*0301, DRB 1 * 1200-DQA 1*050 1-DQB 1*0301, DRB 1 * 1300-
DQA1 *O1O2DQB 1*0604 ou DRB 1 * 1400-DQA 1’0101.. DQB 1*0503 est associée
avec une progression rapide de la maladie (Kaslow et colt., 1996). Ces dernières
associations sont plutôt surprenantes puisque le complexe TAP présente les peptides
ac CMH I et non aux CMH 11. Ces associations sont probablement dues à un
déséquilibre de liaison entre les gènes TAP et les allèles dct CMH de classe II. Nous
sommes en présence d’un déséquilibre de liaison lorsqcte des allèles de différents
locus sont associés plus fréquemment qu’il ne devrait l’être. Ainsi, cette association
ne serait pas due à la présence d’un allèle de TA? particulier mais plutôt à la présence
des allèles dci CMH de classe II (Revue par : Roger, 1998).
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Tableau 5 Relation entre des aÏlèles HLA et des polymorphismes de TAP scir la
vitesse de la progression du VIH vers le SIDA
Facteurs génétiques Taux de
Allèles HLA TAP progression
HLA-A29




-A24 Alanine au codon 665 de Rapide
-B60 TAP2
H LA-A25
-A26 Alanine au codon 665 de Lente
-A32 TAP2
-B18
KLA-A3 Valine act codon 333 de Rapide
TAP 1
HLA DRBJ *1300DQB*0603 Alanine au codon 665 de Lente
HLA DREl*0700DQB*0303 TAP2
HLADRB 1*0401 -DQA 1 *0300DQB 1*0301
HLADRB1*1200DQAl*O5OIDQB1*03O1 Valine au codon 333 de Rapide
HLA DRB I * 1300-DQAI *O1O2DQB t *0604 TAPI
HLA-DRB 1 * 1400DQA1*0101DQB 1*0503
(Kaslow et cou., 1996; Keet et coti., 1991)
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Hypothèse et objectifs
Comme nous venons de le voir dans la dernière partie, le transporteur TAP
présente les peptides antigéniques provenant du cytosol aux molécules du CMII de
classe I, et par conséqtient aux CTL. Cette fonction est primordiale pour contrer
l’établissement de pathogènes intracellulaires et pour instaurer une réponse
immunitaire adéquate. Des mutations dans les gènes TAP 1 et TAP2 peuvent
influencer la librairie des peptides qui seront liés par le complexe majeur
d’bistocompatibilité et dans cine étape ultérieure aux CTL. Ces variations dans la
présentation des antigènes peuvent conduire à une prédisposition à développer
certaines maladies qctelles soient auto-immunes, cancéreuses ou infectieuses. Ainsi, la
présence d’allèles particctliers peut faciliter l’infection par certains virus.
Plusieurs mutations dans les gènes TAP ont déjà été identifiées et, pour
certaines d’entre elles, une relation a été établie entre la mutation et la susceptibilité à
développer une maladie particulière. La majorité des études effectuées jusqu’à
présent sur les gènes TAP avaient comme sujets des populations caucasiennes.
Jusqci’à aujourd’hui, très pett d’études ont tenté de caractériser le polymorphisme de
la séquence complète des gènes TAPi et TAP2 à L’intérieur de populations des pays
africains en développement. Pourtant, on retrouve dans les populations africaines une
plus grande diversité de la distribution allélique, étant donné la pression qui est
exercée sur la sélection des allèles. Celle-ci est due aux nombreux pathogènes que
l’on rencontre dans cette partie du monde comparée aux autres endroits. (Parham et
cou. 1996) Le premier but de cette étude est donc, d’étudier le polymorphisme des
gènes TAP1 et TAP2 dans une population africaine. La population analysée dans
cette étude est un groupe zimbabwéen ancestral relativement homogène. L’étude
portera sur l’analyse des 11 exons du gène TAPi et des 11 exons du gène TAP2 dans
un échantillonnage de 45 individus non apparentés. La première technique utilisée
pour cette analyse est le Single Strand Conformational Polymorphims (SSCP). Nous
avons choisi d’utiliser cette dernière technique car elle permet de faire une première
analyse rapide de la séqctence d’ADN d’un gène et ce, sur un grand nombre
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d’échantillon. Par contre, cette technique ne permettant pas de déterminer de façon
précise les mutations, pour réussir à identifier les mutations nous avons ensuite utilisé
le séquençage direct. Mentionnons que c’est la première fois qu’une étude sur le
polymorphisme de la séquence codante complète de TAPi et TAP2 s’effectuera dans
une population Zimbabwéenne.
Diverses études sur le VIH étudient les facteurs génétiques de l’hôte dans la
progression de l’infection vers le SIDA. Plusieurs de ces factecirs sont localisés sur le
chromosome 6 dans le locus des gènes dci CMN. Certaines mutations dans les gènes
TAP ont été identifiées poctr avoir un impact sur la progression de l’infection au VIH.
Jusqu’à présent, les études portant sur les facteurs génétiques de l’hôte en relation
avec le VIH n’ont pas analysé l’impact des mutations dans les gènes TAP, sur la
susceptibilité de l’hôte à permettre l’établissement de l’infection par le VIH, dans le
contexte d’une transmission hétérosexcielte. La population africaine étant le peuple le
plus durement touché par l’épidémie du VIH. l’analyse du polymorphisme des gènes
TAP sur la susceptibilité à établir ctne infection par le VIF-l constitctera la deuxième
partie de notre étude. Nous effectuerons le typage d’environ 100 individus non
apparentés VII-I positif et d’approximativement 1 00 individus non apparentés VIN
négatif afin de déterminer la fréquence des mutations dans ces deux groupes.
Les mutations typées sont situées dans des régions qui sont importantes pour
la fonction de TAP et ces mutations entraînent un changement d’acide aminé. Les
régions particcilièrement importantes pour la fonction de TAP sont le domaine de
liaison peptidique et le domaine de liaison à l’ATP. Des mutations à l’intéricctr des
séquences d’ADN codant pour ces deux régions peuvent conduire à d’importantes
répercussions sur l’accomplissement de la fonction du transporteur TAP.
Cette analyse se fera donc à l’aide de deux techniques connues soit par
Amplified-Restriction Fragment Length Polymorphism (A-RFLP) et par
Amplification Refractory Mutation System (ARMS). Ces deux techniques sont
équivalentes. Elles permettent toutes deux de typer un grand nombre d’échantillons
en peu de temps, mais le développement des tests s’effectcte de façon plus aisée avec
la première technique. C’est pour cette raison qcte nous avons développer des tests A-
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RFLP pour les mutations dont aucun test n’avait été précédemment décrit dans la
littérature.
L’échantillonnage testé, notts permettra dans un premier temps de déterminer
la fréquence allélique des mutations typées ainsi que le génotype de chaque individu
et dans un deuxième temps de vérifier s’il y a une relation entre une mutation et la
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Although genetic variations in the locus encoding the transporter associated with
antigen processing (TAP)1 have been studied in different populations from many
industrialized countries, little is known of its polymorphism in populations from the
developing world. Because of the essential role of TAPI molecule in antigen
processing, the implication of its polymorphism as a factor involved in hciman
diseases and the possible genetic variation at this locus among ethnically diverse
populations, we underwent a study to analyse the full extent of TAPI polymorphism
in an indigenous Zimbabwean population (Shona ethnie group). Using single
stranded conformation polymorphism and DNA direct sequencing procedures, we
detected the presence of 11 nctcleotide sequence variations in the entire coding region
of TAPi. 0f these variants, eight are non conservative substitutions with respect to
amino acid composition and are Ïocated in a critical part of the protein that could
modulate its function. Five new polymorphic sites were identifled in exon 1 (codons
7 Pro—>Ser, 17 Gly—Arg, 141 Val—>Val), exon 6 (codon 419 Gly—>Cys), and exon 7
(codon 487 Arg—>Arg). Significant differences were seen in the distribution of
TAP1*0201 and TAP1*0401 alleles, and codon 333 (Ile—Wal) polymorphism among
African and non-African populations. Thus, TAP Ï polymorphism has evoÏved
differently among populations presumably because of the evolutionary pressures
generated by prevalent pathogens in these geographically distinct regions.
Keywords: Zimbabwean, antigen presentation, TAPI, MHC, polymorphi sm
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INTRODUCTiON
Major histocompatibility complex (MHC) class I molecules bind peptides in the
endoplasmic reticulum (ER) aiid present them to cytotoxic T lymphocytes (CTLs).
Endogenous proteins are degraded in the cytoplasm into peptides of 8 to 10 amino
acids by a complex of subunits with multiple proteolytic activities called the large
multifttnctional protease (LMP) or proteasome. Transiocation of the peptides from
the cytosol to the ER is accomplished via the transporter associated with antigen
processing (TAP) (1, 2). TAP is a heterodimer ofTAP1 and TAP2 with, each subunit
containing transmembrane domains and an ATP—binding motif (3—6).
The TAP genes reside close to each other within the MHC class II region, separated
onty by the LMP 7 gene (3, 7, 8). The TAP genes are known to be polymorphie with
several mutations identified in different populations. To date, 13 nucleotide sequence
variants have been described in TAPi coding sequences (9-16). Based on these
genetic variants, 6 TAPi alleles (TAPY*0101, TAPI*0102N, TAP1*020101,
TAPI*020102, TAP1* 0301 and TAP1* 0401) have been recognized by the World
Health Organisation Nomenclature Committee for Factors of the FILA System (17).
There is clear evidence that this polymorphism can affect the functionality of the
transporter and serve as marker for human diseases. For examples, TAPi alleles
bave been associated with several autoimmune diseases. In Canadian and German
populations, TAPI*0301 is positively associated whereas TAP1*0401 is negatively
associated with Grave’s disease (18). TAP1*0301 appears to be protective against
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Behcet’s disease in Spaniards (19) but is associated with Reiter’s syndrome in
American Caucasians (20). lncreased risk for type 1 diabetes mellitus is found in
American Caucasians with a TAP 1 genotype 0101/0301 (10) and in Germans with
the TAP1*0201 allele (18). TAPI*0101 appears to confer risk forjuvenile psoriasis
in Germans (22). TAPi polymorphisms have also been coiielated with susceptibility
to infectious diseases. A valine at TAP 1 codon 333 in combination with HLA-A3
(23) or with several HLA Class II alleles has been associated with rapid HIV disease
progression (24). Also, a single point mutation in the TAP 1 gene (G deletion at
codon 200), TAP I * 0102N, resuits in a significant loss of normal MHC class I
expression and has been associated with the so-caÏÏed bare lymphocyte syndrome
characterized by recurrent respiratory infections (14). Recently, a novel mutation
near the ATP-binding site of TAPi was discovered in a human small ccli lung cancer
ccli une (1 5). This mutation introduces an amino acid substitution (Arg—G1n) at
codon 659 of TAPI (designated as R659Q), resctÏting in a nonfunctional TAPi
protein (15, 25, 26).
With the exception ofa single study in Africans (27), ail studies of TAPi have been
performed in Caucasians or Asians from industrialised countries. The allelic
distribution of TAP genes in people living in developing countries may differ from
those living in industrialised countries due to overdominant selection pressure exerted
on specific alleles by prevalent pathogens in these geographic areas (28). Because of
the essential role of the TAP 1 molecule in antigen presentation to CTLs, the
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implication of TAP aÏÏeles in human disease’s states and the possible genetic
variation at this locus among ethnically diverse populations, we underwent a study to
analyse the full extent of TAPi polymorphism in an indigenous Zimbabwean
population. Accordingly, we now report the nucleotide sequence diversity of the





Our sample consisted of stored DNA extracts from 193 unre[ated Zimbabweans of
the Shona ethnic group ‘ho had participated in previous studies in our laboratory
(29,30). Single strand conformational polymorphism (SSCP) and DNA seqctencing
procedures were perfoi-med using 45 random ly selected samples.
Laboratory Methods
Molecular genetic analyses were performed on genomic DNA, obtained from whole
peripheral blood using a standard phenol-chloroform extraction procedure.
DNA seqtteitce analysis
The eleven exons of TAPI were first scanned for sequence variants using PCR-SSCP
analysis in DNA extracts from the 45 Zimbabweans. For each exon, two DNA
samples representing each SSCP variant conformers observed were sequenced to
determine the nucleotide sequence differences. Thus exon 1 DNA was sequenced in
6 individuals, exons 2, 8, 9, 11 in 2 individuals, exons 3, 5, 7, 10 in 4 individuals, and
exons 4, 6 in 6 individuals.
The primers for PCR amplification of exon specific fragments were designed from
the wild-type TAPI sequence (Genflank accession number X66401). The primers
were designed to cover the entire exon, as well as sequences at the exon-intron
boundaries that are important for mRNA splicing. Details regarding primer
sequences, fragment sizes and annealing temperatures for amplifying TAP Ï exons for
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SSCP and DNA sequencing procedures are given in Table Ï. Amplification reactions
for the SSCP analysis contained 200ng of DNA, 0.25mM of cadi dNTP (Pharmacia,
Piscataway, NJ, USA), 1 X PCR buffer (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA), 1 .5mM
MgC12 (Perkin-Elmcr), 2.5 units of TAQ polymerase (Perkin-Elmer), l5pmole of
primers. and I tCi of u- 32P dATP (Amershan, Il, USA) in a total volume of 1 5tI.
PCR cycling conditions included 5 mintites initial denaturation step at 95°C followed
by 30 cycles of: 35 seconds at 95°C, 35 sec at appropriate annealing temperatute, 35
seconds at 72 oc and final extension step at 72°C for 5 minutes. Amplified products
were tien subjected to two ssc protocols for electrophoresis; MDE hydrolink gels
(BMA, Rockland, ME, USA) at 6-8 W for 1 7 hours at room temperature and 6%
polyacrylamide (National Diagnostics, Atlanta, USA) gels withocit glycerol at 25 W
for 6 hours at 4°C.
Tic primers used for DNA sequence analysis were tic same as those used for tic
SSCP (Table 1). The amplification and PCR cycling conditions were similar to those
used foi- SSCP analysis except that u- 32P UATP was excluded. The nucleotide
sequences of tic PCR products were determined by direct sequencing using BigDye
terminator cycle sequencing reactions (Perkin Elmer). Tic reaction products were
mn in an automated DNA sequencing ABI PRISM 3100 capillary sequencer (Applied




The variants at codons 333, 637 and 64$ were detected by amplification refractory
mutation system (ARMS)-PCR using primers and PCR conditions as previously
described (31). The polymorphism at codons 370 and 419 were typed by amplified
restriction fragment length polymorphism (A—RFLP) and modifled A—RFLP,
respectively. The primer sequences, anneal ing temperatures and restriction—
endonuclease enzymes for the A-RFLP analyses ai-e indicated in Table 2. Genomic
DNA was amplified with the specific primers (Table 2) using the PCR conditions as
described above. Amplified DNA products were then digested with the specific
restriction enzymes according to the manufacturers instructions (Table 2). The
digestion products were subjected to 1 .5% agarose gel electrophoresis and detected
by staining with ethidium bromide. For the polymorphism at codon 370, the wild
type (normal) sequence shows 152— and 21 7—bp bands; the C—-T substitution
eliminates a cutting site, resutting in a 369-bp band. The wild-type sequence at codon
419 shows 26- and 111-hp hands; the G —*T substitution eliminates a cutting site,
resulting in a 137-hp hand.
Statistical analysis
Alleles frequencies were compared hetween groups by the Chi-square test.
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RES ULTS
No variant conformers were observed after SSCP analysis of DNA fragments from exons
2, 8, 9 and 11. Four SSCP pattems were observed in exon 1, three pattems were observed
in exons 4 and 6, and two SSCP variant confomiers were observed in exons 3, 5, 10 and 7.
DNA sequence anatysis of two sarnp les with each of the SSCP banding patterns revealed
the presence of three synonymous and eight nonsynonymous single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in exons 1 (codons 7, 17, 141), 3 (codon 254), 4 (codon 333), 5
(codon 370), 6 (codons 419, 458), 7 (codon 487), and 10 (codons 637, 648) (Table 3). In
the current study, ail sequences were compared with the wild-type TAPi sequence
(GenBank accession number X66401), and the positions we report are in reference to this
sequence. We identified five novel variants in the coding regions ofTAP1. The nucleotide
substitutions at codons 7 (C—*T), 17 (G—*C), and 419 (G—>T) are nonsynonymous
substitutions predicted to modify the amino acid composition of the protein. The two other
novel mutations at codons 141 (T—>C) and 487 (C—>T) are synonymous substitutions
(suent mutations).
TAPi alleles are defined on the basis of nucleotide sequence variations that lead to amino
acid substitutions located in the putative peptide binding or ATP binding domains of the
protein (17). ConsequentÏy, aÏleÏic designations are based on the variants at codons 333,
637, and 648. We have determined the allelic frequencies of these polymorphisms along
with two other nonsynonymous mutations Iocated at codons 370 and 419 in the peptide
binding domain ofthe TAPI molecule. The allelic frequencies of TAPi SNPs and TAPi
alleles in 193 Zimbabweans are shown in Tables 4 and 5, respectively. The TAPI*0101
allele was the predominant allele in our population with a frequency of 66.3% followed by
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the TAPI*0401 (27.2%). In fact, the frequency of TAPI*0401 in Zimbabweans is similar
to that reported in other African populations (27) but is much higher than those reported in
Caucasians (Americans and Europeans) and Asians (22, 27, 32, 33). lnversely, the
TAPI *020 1 allele is found less frequently in Africans than in Cacicasians and Asians.
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DISCUSSION
Ocir investigation of the entire coding region of TAPi in 45 Zimbabwean
subjects of African origin, revealed the presence of Il nucleotide sequence variants,
including five novel mutations, most of which are nonsynonymous substitutions.
Three of the nove! polymorphisms are Ïocated in exon 1 that encodes the N-terminal
TAP-speciflc module that is responsible for the stability of the protein (34). Two of
these exon 1 sequence variants are non-conservative substitutions with respect to
amino acid composition and polarity; codon 7 (non-polar residue Pro to uncharged
polar residue Ser) and codon 17 (non-polar residcte Gly to charged polar residcie Arg).
TAP-mediated peptide transI ocation requires two steps: ATP-independent peptide
binding to the cytosolic part ofTAP and ATP-dependent transport into the ER (4, 35,
36). A cross-linking studies cising photoreactive peptides have delineated TAPi
sequences encompassing residues 3 62-487 that were shown to be involved in the
binding of peptides to the transporter (2). Deletion of some of the potential peptide
binding sites between residues 366 and 405 of TAPI resutted in defective peptide
transport (37). In the Zimbabwean DNA samples, we identifled four nucleotide
sequence variants (including two novel mutations at codons 419 and 487) in the
putative TAPi peptide-binding domain. Three ofthese mutations would be predicted
to resu]t in amino acid substitutions at the protein level; codon 370 (non—polar residue
Ala to non-polar residue Val), codon 419 (non-polar residue GÏy to charged polar
residue Cys) and codon 458 (non-polar residue Val to non-polar residue Leu).
Peptide translocation requires binding and hydrolysis of ATP by the nucleotide
binding domains (NBDs) of TAPi and TAP2 (38). TAPi binds ATP much more
effciently than does TAP2 (39). It is known that both NBDs are essential for TAP
function, since mutations in one NBD lead to loss of transport action (15, 25, 26, 40,
41). Two polymorphisms in the putative TAPi ATP-binding domain ) were found in
Zimbabweans; codon 637 (charged polar residcie Asp to non-polar residue GIy) and
codon 648 (charged polar residue Arg to uncharged polar residcte Gin. The
polymorphisms at codons 637 and 648 have already been observed in previous
studies and are shared by other ethnie groups (9, 10, 13, 18, 20, 22, 27, 31-33, 42).
To date, the R659Q mutation in TAPI found in human lung cancer celis is the only
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naturally occurring mutation associated with a TAP defective transport function (15,
25, 26). This mutation was not seen in our African population or in any other
population for that matter. Further investigations are needed to determine the net
impact of the mutations described on the stability, peptide-binding and transport
fttnction of TAP protein. There are other known mutations in TAP I that were not
found in our survey ofZimbabwean DNA samples. SNPs at codons 518, 661 have
been observed in Caucasians (1 t, 27). The suent mutation at codon 661 (Pro—>Pro)
defined the TAP1*020102 allele (17). Four additional sites (codons 512, 540, 541,
and 609) have been observed in a single study of African American patients with
Graves’ disease (16).
The distribution of TAP alleles in people living in developing countries may differ
from that seen in people living in industrialised countries due to selection pressures
exerted by holoendemic pathogens in these geographic areas (28). The Shona people
ofZimbabwe represent a relatively homogeneous African ancestral group. Based on
TAPi nucleotide sequence variations at codons 333, 637, and 648 we observed the
presence of four alleles in this indigenous African population (Table 5). Our data
further confirm that there are significant inter—ethnic differences in the distribution of
TAPI alleles. The frequency of TAP1*0401 in Zimbabweans (27.2%) is similar to
that reported in other African populations (23.8%) but is much higher than those
reported in Caucasians and Asians (3.1%, p< 0.001) (22, 27, 32, 33). This aHele has
been associated with protection from Grave’s disease (18). lnterestingly, among
indigenous Zimbabweans, Grave’s disease is very rare (Personal Communication,
Zimbabwe Ministry of Nealth). Inverscly, the TAPI*0201 allele is found less
frequently in Africans (3.3%) than in Caucasians (9.9%, p< 0.001) and Asians
(14.7%, p< 0.001). Although the TAP1*0201 allele bas been associated with the
development of type 1 diabetes mellitcis, the association disappeared when patients
and controls were matched for other FILA predisposing alleles (18). Finally, the
allele frequency ofthe codon 333 Val, associatcd with rapid I-11V disease progression
(24, 23), is signiflcantly higher in African populations (30%) than in Caucasians
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(18%, p< 0.001) and Asians (14.7%, p< 0.001). This observation is very interesting
considering the high prevalence ofHIV in Africa.
In summary, we have conducted a thorough analysis of the nucleotide sequence of
TAPi gene in an indigenous Zimbabwean population. We have identified several
novel and non-conservative substitutions with respect to ptedicted amino acid
composition and polarity in critical domains of the protein that could modulate its
function. The data from this study and others (22, 27, 32, 33) demonstrate that the
atielic distribution of TAPi gene differs widely in populations from industrialised
and developing countries, presumably due to geographically-determined selection
pressures. further studies are needed to elucidate the net impact of TAPi
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TABLE 1: Primer sequences and annealing temperatures for amplifying TAPi exons
for SSCP and DNA sequencing analyses
Exon Primer Primer sequence Annealing
Fragment size
name temperature (bp)
Exon la Tap1SCPIa CGTCCGAGTGCCAATGGCTA 62°C 327
Tap 1ACP I a AAG CCC AGT GCC GCA GCT AA
Exon lb TapISCPÏb GCTGGCTGGCTGCTTTGAA 50°C 343
TapIACP1b CCT GCG TTC CCC TTA CCA A
Exon 2 Tap1SCP2 TGATGCCCTCCAGGATAATG 58°C 271
Tap1ACP2 CCA ACT CCC TCA TTT GCA GG
Exon 3 Tap1SCP3 CTG CTG TCC GAA ATG CAC TTA 52°C 273
Tap YACP3 GGA TAT GAA CAG TAC ATG GCG T
Exon 4 Tap Ï SCP4 ACT CTC ITC TCC CCA ACC 56°C 274
Tap1ACP4 GGA GAT GAG GGT CTG TGT AG
Exon5 TaplS5 CCTCTGTCTCTTCTCACCTT 57°C 369
TaplA5 ATA GGA ATG GGA ATG GAG TC
Exon 6 Tap1SCP6 TGTGTCCCCTCCAGATTTCT 52°C 277
TapIACP6 AGC AAG AAG GGT AAA GAA TGG
Exon 7 Tapi SCP7 CAC ATA ATG CTG GCA AGC A 56°C 272
Tap IACP7 GTG GAA TAC AGG GAG TGG TA
Exon8 Tap1SCP$ TTGGTAGCCTCTTATCGTGT 54°C 262
Tap1ACP8 CTC TTC GTA TTT GAT GCT CC
Exon 9 TapYSCP9 TAA CCA TAC TCC CAT GTG CC 58°C 276
Tap1ACP9 CTA CTG GGG TTT CAG CAA AG
Exon 10 Tap1SCP1O CTGTGTGCATGTACATGCGT 57°C 252
Tapi ACP1O GAA GCA AGA TTG GGT GGG AT
Exon 11 TapISCP11 GACGGTCCGATGTCTTTCC 55°C 269
TapIACP 11 AAA GGG AGG GAG ATG GAG TG
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TABIE 2: Primer sequences, annealing temperatures and restriction-endonuclease
enzymes for A-RFLP typing ofTAP1
Polymorphic Primer name Primer sequence Annealing Restriction enzyn
site temperature
Codon 370 TaplS5 CCTCTGTCTCTTCTCACCTT 57°C BgÏI (NEB)
Tapi A5 ATA GGA ATG GGA ATG GAG TC
Codon 419 TAP i SRF6 TTT GTG GTC TCT TTA TAG ATT ÇCA 56°C Ma’1’ I (Fermentw
TAPIARF6 TGG GTG AAC TGC ATC TGG TAG
In the oligonucleotide sequence TAPISRFÔ, nucleotide underlined represent a
mismatch.
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TABLE 3: TAPi nucleotide sequence variations observed in Zimbabweans
Location N ucleotide substitution Genomic Aniino aci d Reference
position change
Codon 7 CCC-TCC 25 042 PRO - SER New
Codon 17 GGA-CGA 25 072 GLY- ARG New
Codon 141 GTT-GTC 25 446 None (VAL) New
Intron 2 T-C 26 394 New
Codon 254 GGC-GGT 26 469 None (GLY) 1 1
Codon 333 ATC-GTC 27 663 ILE VAL (9)
Codon 370 GCT-GTT 2$ 201 ALA - VAL (12)
Codon4l9 GGT-TGT 2954$ GLY- CYS Ncw
Codon 45$ GTG-TTG 29 665 VAL - LEU (10)
Intron 6 G-T 29 737 New
Codon 487 CGC-CGT 29 903 None (ARC) New
Intron 9 C-T 3 Ï 412 New
Codon 637 GAC-GGC 3 1 462 ASP - GLY (9)
Codon 64$ CGA-CCA 31 495 ARG - GLN (10)
Intron 10 C-A 31 617 New
Variant nucleotides are in bold.
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TABLE 4: Allelic frequencies of TAP 1 single nucleotide polymorphisms
observed in 193 Zimbabweans.
1333V A370V G419C D637G R64$Q
WT 66.3% 97.7°/ 89.6% 68.7% 72.8%
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ABSTRACT
Most studies to date, on transporter associated with antigel] processing (TAP)-2
polymorphism have been conducted in Caucasians or Asians from indLtstriatised
countries. Because of the essential role of this n]olecu[e in antigen processing, the
inplication that polyn]orphism could be a major factor in humai] disease and the
possible genetic variation at this locus among ethnically diverse populations, we
tindertook a study to analyse the full extent of TAP2 polymorphism in an indigenous
Zimbabwean population (Shona ethnie group). Using single stranded conformation
polymorphism and DNA direct sequencing procedures, we detected the presence of
17 nucleotide sequence variations in the entire coding region of TAP2. 0f these
variants. eleven are non-cot]servative substitutions with respect to amino acid
composition and are located in a region of the protein that could modulate its
function. Six new polymorphie sites were identifled in eon Ï (codons 15 Val—>Ala,
53 Leu—Val), exon 3 (codon 220 Arg—+Arg), exon 4 (codons 257 Thr—÷lle, 313
Arg—÷His), and exonlO (codon 609 AIa—Val). Significant differences wcre seen in
the distribution of the known 374Thr, 565Thr and 65 1 Cys variants between African
and non-African populations. These differences most ÏikeÏy reflect evolutionary
pressures generated by environmel]tal factors such as prevalent pathogens in tÏiese
geographically distinct regions. further studies are needed to elucidate the net impact




Major histocompatibility complex (MHC) class I molecules bind peptides in the
endoplasmic reticulum (ER) and present them to cytotoxic lymphocytes T (CTLs).
Endogenous proteins are degraded in the cytoplasm into peptides of $ to 10 amino
acids by a complex of subunits with multiple proteolytic activity called the large
multifLinctional protease (LMP) or proteasome. The transiocation of the peptides
from the cytosol to the ER is mediated by the transporter associated with antigen
processing (TAP) [1,2]. TAP is an heterodimer of TAPi and TAP2, each subunit
containing transmembrane domains and an ATP-binding motif [3—6].
The TAP genes reside close to each other within the MEIC ctass Ii region, separated
by the LMP 7 gene [3,7,8]. The TAP genes are polymorphie with several mutations
identifled in different populations. To date, 19 nucleotide sequence variants have
been described in TAP2 coding sequences [5,9-16]. Based on these genetic variants,
4 TAP2 alleles (TAP2*010l, TAP2*0 102, TAP2*0103, and TAP2*0201) have been
recognized by the WHO Nomenclature Committee for Factors of the HLA System
[17]. Two additional non-officiai alleles deflned by a Val—>Ile substitution at codon
379, TAP2C and TAP2*D have been described according to the reports of Powis
and colteagues [18,19]. There is clear evidence that TAP2 polymorphism can affect
the functionality of the transporter and serve as markers for human diseases. Defects
in TAP2 protein have been reported in two famiNes with HLA cÏass I deficiency, the
so-called bare lymphocyte syndrome type 1 [11,20]. TAP2 alleles have atso been
associated with several autoimmune diseases. For example, TAP2*0 101 is positively
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associated with Grave’s disease in Canadian and German populations [21], Reiter’s
syndrome in American Caucasians [22], and Bechet’s disease in Japanese [23].
TAP2*0201 is protective against Behcet’s disease in Japanese [23]. TAP2*0103
appears to confer risk for type 1 diabetes mellitus in the finns [24] and American
Caucasians [25]. TAP2 polymorphism has also been correÏated with susceptibility to
infectious diseases. In Nortbern Indian Hindus, TAP2*0l0l/0103 and TAP*0201 are
posi tively associated with pulmonaty tuberculosi s and tuberculoid leprosy,
respectively [26]. Recent studies have shown that TAP2*0 103 contributes to slow
hepatitis C virus (I-1CV) disease progression and that the frequency of TAP2*0 102
allele in HCV-infected patients is signiflcantly lower than that of HCV-tininfected
individuals [27, 28]. Several reports have found consistent associations between
combinations ofHLA and TAP 2 alleles and the rate ofHIV disease progression [29-
31].
To date most studies on TAP 2 polymorphism have been performed in Caucasians or
Asians from industrialised countries. The a]Ïelic distribution of TAP genes in people
living in developing countries may differ from those living in industrialised countries
due to overdominant selection pressure exerted on speciflc alleles by prevalent
pathogens in these geographic areas [32]. Because ofthe essential role ofthe TAP2
molecule in antigen presentation to CTLs, the implication of TAP alleles in human
disease states and the possible genetic variation at this locus among ethnically diverse
populations, we undertook a study to analyse the full extent of TAP2 polymorphism




Our sample consisted of stored DNA extracts from 1 92 unrelated Zimbabweans of
the Shona ethnic group who had participated in previous studies in our laboratory
[33,34]. Single strand conformational polymorphism (SSCP) and DNA sequencing
procedures were performed using 45 randomly selected samples.
Laboiatory Methods
Molecular genctic analyses were performed on genomic DNA, obtained from whole
peripheraÏ blood usi ng a standard phenol-chÏoroform extraction irocedure.
DNA sequence analysis
The eleven exons of TAP2 were first scanned for sequence variants tising PCR-SSCP
analysis in DNA extracts from the 45 Zimbabweans. For each exon, ttvo DNA
samples representing each SSCP variant conformers observed were sequenced to
determine the nucleotide sequence differences. Thus, DNA from exons 1, 2, 3, and 7
was sequenced in 4 individuals, exons 4, 10, and 11 in 6 individuals, exons 5, 6, and
9 in 8 individuals and, exon $ in 2 individuals.
The primers for PCR amplification of exon specific fragments were designed from
the wild-type TAP2 sequence (GenBank accession number X66401). The primers
were designed to cover the entire exon. as well as sequences at the exon-intron
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boundaries that are important for mRNA spiicing. Details regarding primer
sequences, annealing temperatures and fragment sizes for amplifying TAP2 exons for
SSCP and DNA sequencing procedures are given in Table 1. Amplification reactions
for the SSCP analysis contained 200ng of DNA, 0.25mM of each dNTP (Pharmacia,
Piscataway, NJ, USA), 1 X PCR buffer (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA), 1.5mM
MgC12 (Perkin-Elmer). 2.5 units of TAQ polymerase (Perkin-Elmer), l5pmole of
primers, and 1 tCi of Œ- 32P dATP (Amershan, Il, USA) in a total volume of I 5tl.
PCR cycling conditions included 5 mincites initial denaturation step at 95°C followed
by 30 cycles of: 35 seconds at 95°C, 35 seconds at an appropriate annealing
temperature, 35 seconds at 72 °C and a final extension step at 72°C for 5 minutes.
Amplified products were then subjected to two SSCP protocols for etectmphoresis;
MDE hydrolink gels (BMA, Rockiand, ME, USA) at 6-8 W for 17 hours at room
temperature and 6% polyacrylamide (National Diagnostics, Atlanta, USA) gels
without glycerol at 25 W for 6 hours at 4°C.
The primers used for DNA sequence analysis were the same as those used for the
SSCP (Table 1). The amplification and PCR cycling conditions were similar to those
used for SSCP analysis except that o.- 3P dATP was excluded. The nucleotide
sequences of the PCR products were determined by direct sequencing using BigDye
terminator cycle sequencing reactions (Perkin Elmer). The reaction products were
run in an automated DNA sequencing ABI PRISM 3100 capilÏary sequencer (Apptied




The variants at codons 379, 565, and 665 were detected by amplification refractory
mutation system (ARIVIS)-PCR using primers and PCR conditions as previously
described [18]. The polymorphism at codons 257, 313, 374, and 609 were typed by
amplified—restriction fragment length polymorphism (A—RFLP). The primer
sequences, annealing temperatures and restriction-endonuclease enzymes for the A—
RFLP analyses are indicated in Table 2. Genomic DNA was amplified with the
specific primers (Table 2) using the PCR conditions described above. Amplified
DNA products were then digested with the specific restriction enzymes according to
the manufacturer instructions (Table 2). The digestion products were subjected to 2%
agarose gel electrophoresis and detected by staining with ethidium bromide. For the
polymorphism at codon 257, the wiÏd-type (normal) sequence shows a 3 1 6 bp hand;
the C—÷T substitution introduces a cutting site, resulting in 78— and 23$-bp bands.
The wild type sequence at codon 313 shows 25- and 78-bp hands; the G—*A
substitution eliminates a cutting site, resulting in a 103 bp band. The wild type
sequence at codon 374 shows 65- and 261-hp bands; the G—A substitution
eliminates a cutting site, resulting in a 326 bp band. Finally, the wild-type sequence
at codon 609 shows 20- and 107-hp bands; the C— T substitution eliminates a cutting
site, resulting in a 127 bp hand.
Statistical analysis
Allele frequencies in our study population were compared with published frequencies in
other populations by the Chi-square test.
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RESULTS
No variant conformers were observed after SSCP analysis of DNA fragments from
exon 8. Two SSCP patterns were observed in exons 1, 2, 3, 7, three patterns were
observed in exons 4, 10, 11 and four SSCP variant conformers were observed in
exons 5, 6 and 9. DNA sequence analysis of two samples with each of the SSCP
banding pattems revealed the presence of six synonymous and eleven
nonsynonymous single nucleotide polymorphisms (SNPs) in exons 1 (codons 15, 53),
3 (codon 220), 4 (codons 257, 313), 5 (codons 374, 379), 6 (codon 386), 7 (codons
458, 466, 467), 9 (codon 565), 10 (codons 604, 609) and 11 (codons 665, 687, 697)
(Table 3). In the ccttTent stitdy, ail sequences were compared with the wild-type
TAP2 sequence (GenBank accession number X66401), and the positions we report
are in reference to this sequence. We identifled six novel variants in the coding
regions ofTAP2. The nucleotide substitutions at codons 15 (T—*C), 53 (C—*G), 257
(C—*T), 313 (G—>A) and 609 (C—*T) are nonsynonymous substitutions predicted to
modify the amino acid composition of the protein. The noveÏ mutation at codon 220
(C—*A) is a synonymous substitution (suent mutation).
The allelic frequencies of the nucteotide sequence variations that lead to amino acid
substitutions located in the putative peptide binding (codons 257, 313, 374, 379 ) and ATP
binding (codons 565 609, 65 1, 665) domains of TAP2 molecu[e in Zimbabweans and in
other populations are shown in Table 4. TAP2 alleles are defined on the basis of the
variants at codons 379, 565, 651, and 665 [17]. The TAP2*010l allele was the
predominant allele in our population with a frequency of 50.8% followed by TAP2*0201
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(20.6%), TAP2*C (15.1%), TAP2*0102 (9.4%), and TAP2*D (4.1%). The TAP*0103
allele was absent in the Zimbabwean population.
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DLSCUSSION
Our investigation of the entire coding region of TAP2 in 45 Zimbabwean subjects of the
Shona ethnie group, revealed the presence of 17 nucleotide sequence variants, including six
novel mutations, most of which are nonsynonymous substitutions. Two of the novel
polymorphisms are located in exon 1 that encodes the N-terminal TAP-specific module
that is responsible for stability of the protein [35]. These exon 1 mutations would resuit in
amino acid substitutions at the protein Ïevel; codon 15 (non-polar residue Val to non-polar
residue AÏa) and codon 53 (non-polar residue Leu to non-polar residue Val).
TAP-mediated peptide transiocation requires two stcps: ATP-independent peptide binding
to the cytosolic part of TAP and ATP-dependent transport into the ER [4,36,37].
Functional analysis of chimeric rat TAP2 suggests that three independent clusters of
polymorphie amino acids (TAP2 residues 217/218; 262, 265, 268; 374, 380) are invoÏved
in substrate speciflcity [38,39]. A Cross-linking study using photoreactive peptides bas
delineated human TAP2 sequences encompassing residiies 30 1-433 that are involved in the
binding of peptides to the transporter [40]. In the Zimbabwean DNA samples, we
identifled five nucleotide sequence variants (including two novel mutations at codons 257
and 3 1 3) in this putative TAP2 peptide-binding domain. Four of these mutations are non
conservative substitutions with respect to amino acid composition and polarity; codon 257
(uncharged polar residue Thu to non-polar residue 11e), codon 3 13 (charged polar residue
Arg to charged polar residue His), codon 374 (non-polar residue Ala uncharged polar
residue Thr), and codon 379 t non-polar residue Val to non-polar residue 11e). The
frequeney of the SNP at codon 374 (374Thr) in Zimbabweans (9.1%) is similar to that
reported in an other African population (6.7%, p 0.1 8) but is higher than those reported
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in American Caucasians and Braziliaus (0-2%, p< 0.001) [41]. This observation is very
interesting because a change ofthe non-polar amino acid 374 Ala to a polar amino acid 374
Asp is known to alter the specificity of peptide transport [42]. The 374Thr variant in
Africans is also a polar amino acid.
Peptide translocation requires binding and hydrolysis of ATP by the nucleotide-binding
domains (NBDs) of TAPI and TAP2 [43]. It is known that both NBDs are essential for
TAP function, since mutations in either one leads to loss of transport action [44-46]. Six
polymorphisms (including one novel mutation at codon 609) in the putative TAP2 ATP
binding domain were found in Zimbabweans. Four of these mtitations are nonsynonymous
substitutions; codon 565 (non-polar residue Ala to uncharged polar residue Thr), codon 609
(non-polar residue Ala to non-polar residue Val), codon 665 (uncharged polar residue Thr
to non-polar residue Ala), and codon 687 (Stop codon—*Gln). Striking differences in the
distribution of the 565Thr and the 65lCys variants are seen among different populations
(Table 4). The 565Thr variant is relatively frequent in Zimbabweans and Zambians
(—15.3%) but is almost absent in American Caucasians (0.7%, p< 0.001). Conversely, the
65 1 Cys variant is absent in Zimbabweans and Zambians but is found at a frequency of
5.3% in Americans Caucasians (p< 0.001). The latter mutation defines the TAP2*0103
allele [17] that is associated with an increased risk for type 1 diabetes mellitus in
Caucasians [25,24] and with slow HCV disease progression in Japanese patients [28]. It is
interesting to note that 565Thr and 65 1 Cys variants in Rwandans do not fol low the same
distribution pattern as that reported in the other African populations studied. In fact, the
reported allele frequencies of these mutations in Rwandans are more or less similar to those
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observed in Caucasians. There are other known mutations in TAP2 that were not found in
our survey ofZimbabwean DNA samples. SNPs at codons 253 (Arg—> stop) (18) and 326
(deletion A) [15] have been associated with HLA class I deficiency in Moroccan and
Turkish families, respectively. One additional site at codon 577 (Met—>Val) has been
observed in Japanese subjects [16,47,48].
In summary, our investigation of the nucleotide sequence of TAP2 gene in an indigenous
Shona population, has lcd to the identification of novel non-conservative substitutions with
respect to amino acid composition and polarity in a critical regions ofthe protein that could
modulate its function. Striking differences in the distribution of some of these mutations
are observed across diverse ethnie populations probably due to overdominant selection
pressure exerted on specific alleles by environmental factors such as prevalent pathogens in
these geographically distinct areas. further studies are needed to elucidate the net impact
ofTAP2 polymorphism on the function ofthis protein and its role in disease pathogenesis.
92
ACKNOWLEDGEMENTS
M. Roger is supported by career award from Fonds de la Recherche en Santé du Québec
(FRSQ). The ZVITAMBO project is supported by the Canadian International
Development Agency (R/C Project 690/M368$), Cooperative Agreement DAN 0045-A-
005094-00 between the U.S. Agency for International Development and The Johns
Hopkins School of Hygiene and Public Health, and the Rockefeller Foundation. This
work is a collaborative project of The University of Zimbabwe, The Harare City Health
Department, The Johns Nopkins School of Hygiene and Pctblic Health, and McGill
University Hospital Complex Research Institute
93
REFERENCES
1- Panier E, Cresswell P: Mechanisms of MHC class 1—restricted antigen
processing. Ami Rev Immunol 16:323,1998.
2— Nijenhuis M, Schmitt S, Amiandola EA, Obst R, Brunner J, Kammerling GJ:
Identification of a contact region for peptide on the TAP 1 chain of the transporter
associated with antigen processing. J Immunol 156:2 186, 1 996.
3- Spies T, Bresnaham M, Bahuam S, Arnold D, Blank G, Mellins E, Pious D,
DeMars R: A gene in the human major histocompatibility complex class II region
controlling the class J antigen presentation pathway. Nature 348:744, 1990.
4- Andro!ewicz MJ, Anderson KS, Cresswell P: Evidence that transporters
associated with antigen processing transiocate a major histocompatibiÏity
complex ctass t-binding peptide into the endoplasmic reticulum in an ATP
dependent manner. Proc Nati Acad Sci U S A 90:9 130, 1993.
5-Bahram S, Amold D, Bresnaham M, Strominger JL, Spies T: Two putative
sLtbunits ofa peptide pump encoded in the human major Ïiistocompatibility
complex class 11 region. Proc NatI Acad Sci U SA 88:10094, 1991.
6- Momburg F, Hammerling GJ: Generation and TAP-mediated transport of
peptides for major histocompatibility complex class I molecules. Adv Immunol
68:191, 1998.
7- Beck S, Kelly A, Radley E, Khurshid F, Alderton RP, Trowsdale J: DNA
sequence analysis of 66 kb ofthe human MHC class 11 region encoding a cluster
ofgenes for antigen processing. J Mol Bio! 228:433, 1992.
8- Trowsdale J, Hanson 1, Mockridge I, Beck S, Townsend A, Kelly A:
Sequences encoded in class Il region ofthe MHC related to the ‘ABC’
superfamily oftransporters. Nature 348:74 1, 1990.
9- Colonna M, Bresnaham M, Bahram S, Strominger JL, Spies T: Allelic variants
of the human putative peptide transporter involved in antigen processing. Proc
Nati Acad Sci U S A 89:3932, 1992.
94
10- Powis SH, Mockridge I, KelIy A, Keii LA, Glynne R, Gileadi U, Beck S,
Trowsdale J: Polymorphism in a second ABC transporter gene located within the
class II region ofthe human major histocopatibility complex. Proc Nati Acad Sci
US A 89:1463, 1992.
11- de la Salle H, Hanau D, fricker D, Urlacher A, Kelly A, Salamero J, Powis S,
Donato L, Bausinger H, Laforet M, Jeras M, Spehner D, Bieber T, Falkenrodt A,
Cazenave JP, Trowsdale J, Tongio MM: Hornozygous Human TAP Peptide
Transporter Mutation in HLA Class I Deflciency. Science 265:237, 1994.
12- Szafer F, Oksenberg JR, Steinman: New allelic polymorphisms in TAP genes.
Immunogenetics 39:374, 1994.
13- Cano P, Baxter-Lowe LA: Novet human TAP2* 103 aIlele shows further
polymorphism in the ATP-binding domain. Tissue Antigens 45:139, 1995.
14- Tang J, Allen S, Karita E, Musonda R, Kaslow RA: New TAP2
polymorphisms in Africans. Tissue Antigens 51:556, 1998.
15- Moins-Teisserenc HT, Gadola SD, Cella M, Dunbar PR, Exley A, Blake N,
Baycal C, Lambert J, Bigliardi P, WiÏÏemsen M, Joncs M, Buechner S, Colonna
M, Gross WL, Cerundolo V: Association ofa syndrome ressembling Wegener’s
granulomatosis with low surface expression of FILA class-1 molecules. Lancet
354:1598, 1999.
16- Keicho N, Tokunaga K, Nakata K, Taguchi Y, Azuma A, Tanabe K,
Matsushita M, Emi M, Ohishi N, Kudoh S: Contribution ofTAP genes to genetic
predisposition for diffuse panbronchiolitis. Tissue Antigens 53:366, 1999.
17- Marsh SGE, Bodmer JG, Albert ED, Bodmer WF, Bontrop RE, Dupont B,
Erlich HA, Hansen JA, Mach B, Mayr WR, Paharm P, Petersdorff EW, Sasazuki
T, Schreuder ,GMTh, Strominger JL, Svejgaad A, Terasaki PI: Nomenclature for
factors ofthe FILA system, 2000. Tissue Antigens 57:236, 2001.
18- Powis SH, Tonks S, Mockridge I, KeIly AP, Bodmer JG, Trowsdale J: Alleles
and haplotypes ofthe MHC-encoded ABC transporters TAPi and TAP2.
Immunogenetics 37:373, 1993.
95
19- Powis SH, Rosenberg WM, Hall M, Mockridge I, Tonks S, Ivinson A,
Ciclitira PJ, Jeweil DP, Lanchburyn JS, Beil JI, Trowsdale J: TAPi and TAP2
polymorphism in coeliac disease. Immunogenetics 38:345, 1993.
20- Teisserenc H, Schmitt W, Blake N, Dunbar R, Gadola S, Gross WL, Exley A,
Cerundolo V: A case of primary immunodeficiency due to a defect of the major
histocompatibility gene complex class I processing and presentation pathway.
Immunol Lett 57:183, 1997.
21- Rau H, Nicolay A, Usadel KH, finke R, Donner H, Walflsh PG, Badenhoop
K: Polymorphisms ofTAP1 and TAP2 genes in Graves’ disease. Tissue Antigens
49:16, 1997.
22- Banon KS, Reveille JD, CalTington M, Mann DL, Robinson MA:
Susceptibility to Reiter’s syndrome is associated with alleles ofTAP genes.
Arthritis Rheum 38:684 1995.
23- Ishihara M, 01mo S, Mizuki N, Yamagata N, Naruse T, Shiina T, Kawata H,
Kuwata S, Inoko H: Allelic variations in the TAP2 and LMP2 genes in Behcet’s
disease. Tissue Antigens 47:249, 1996.
24- Penfornis A, Tuomilehto-Wolf E, faustman DL, Nitman GA: Analysis of
TAP2 polymorphisms in Finnish individuals with type I diabetes. Hum Immunol
63:6 1, 2002.
25- Jackson DG, Capra JD: TAP2 association with insulin-dependent diabetes
mellitus is secondary to HLA-DQB1. Hum Immunol 43:57, 1995.
26- Rajalingam R, Singal DP, Mehra NK: Transporter associated with antigen
processing (TAP) genes and susceptibility to tuberculoid leprosy and pulmonary
tuberculosis. Tissue Antigens 49:168, 1997.
27- Hohler T, Gerken G, Schneider PM, Meyer Zem Buschenfelde KH, Rittner C:
Antigen—processing polymorphisms in chronic hepatitis C infection. Exp Clin
Immunogenet 13:7, 1996.
96
28- Kuzushita N, Hayashi N, Kanto T, Takebara T, Tatsumi T, Katayama K,
Ohkawa K, Ito A, Kasahara A, Moribe T, Sasaki Y, Hori M: Involvement of
transporter associated with antigen processing 2 (TAP2) gene polymorphimsms in
hepatitis C virus infection. Gastroenterology 116:1149, 1999.
29- Kaslow RA, Carrington M, Apple R, Park L, Mcinoz A, Saab Ai, Goebert JJ,
Winkler C, O’brien Si, Rinaldo C, Detels R, Blattner W, Phair J, Erlich H, Mann
DL: Influence of combinations of human mai or histocompatibi I ity compi ex genes
on the course ofHIV-l infection. Nat Med 2:405, 1996.
30- Mann DL, Garner RP, Dayhoff DE, Cao K, Feniandez-Vina MA, Davis C,
Aronson N, Ruiz N, Birx DL, Michael NL: Major bistocompatibility complex
genotype is associated with disease progression and virus load levels in a cohort
of human immunodeficiency virus type I- Infected Caucasians and African
Americans. i Infect Dis 178:1799, 1998.
31- Keet IP, Tang J, Klein MR, Leblanc S, Enger C, Rivers C, Apple RJ, Matin
D. Goegert ii, Miedema F, Kaslow RA: Consistent associations of HLA class I
and II and transporter gene products with progression ofhuman
imrnunodeficiency virus type I infection in homosexual men. J Infect Dis
180:299, 1999.
32- Parham P, Ohta T: Population biology ofantigen presentation by MHC class I
molecules. Science 272:67, 1996.
33- Matte C, Lacaille J, Zijenah L, Ward B, the Zvitambo Study Group, Roger M:
HLA-G and HLA-E polymorphisms in an indigenous African population. Hum
Immunol 6 1:1150, 2000.
34- Matte C, Lacaille J, Zijenah L, Ward B, the Zvitambo Study Group, Roger M:
HLA-G exhibits low level ofpolyrnorphism in indigenous East African. Hum
Immunol 63:495, 2002.
35- ElIiot T: Transporter associated with antigen processing. Advances Immunol
65:47, 1997.
36- van Endert PM, Tampe R, Meyer TH, Tiscb R, Bach JF, McDevitt HO: A
sequential model for peptide binding and transport by the transporters associated
with antigen processing. Immunity 1:491, 1994.
97
37- Mtiller K, Ebensberger C, Tampé R: Nucleotide binding to the hydrophobic
C-terminal domain ofthe transporter associated with antigen processing (TAP). J
Biol Chem 269:14032, 1994.
38- Deverson EV, Leong L, Seeling A, Coadwell WJ, Tredgett EM, Butcher GW,
Howard JC: Functional analysis by site-directed mutagenesis ofthe complex
polymorpbism in rat transporter assoc iated with antigcn processing. J I mmunol
160:2767, 1998.
39- Momburg f, Armandola FA, Post M, Hammerling GJ: Residues in TAP2
peptide transporters controïling substrate speci flcity. J Immunol 156: 1 756, 1996.
40- Nijemhuis M, Hammerling GJ: Multiple regions ofthe transporter associated
with antigen processing (TAP) contribute to its peptide binding site. J Immunol
157:5467, 1996.
41- Tang J, Freedman DO, Allen S, Karita E, Musonda R, Braga C, Jamieson BD,
Louie L, Kaslow RA: Genotyping TAP2 variants in North American Caucasians,
Brazilians, and Africans. Genes lmnnin 2:32, 2001.
42- Armandola EA, Momburg F, Nijenlutis M, Bulbuc N, Fruh K, 1-lammerling
GJ: A point mutation in the human transporter associated with antigen processing
(TAP2) alters the peptide transport specificity. Eur J Immunol 26: 1 748, 1996.
43- Lankat-Buttgereit B, lampe R: The transporter associated with antigen
processing: function and implications in human diseases. Physiol Rev 82:187,
2002.
44- Knittler MR, Alberts P, Deverson EV, Howard JC: Nucleotide binding by
TAP mediates association with peptide and release of assembled MHC class I
molecules. CmT Biol 9:999, 1999.
45- Lapinski PE, Neubig RR, Raghavan M: Walker A lysine mutations ofTAPI
and TAP2 interfere with peptide transiocation but not peptide binding. J Biol
Chem. 276: 7526, 2001.
98
46- Saveanu L, Daniel S, van Endert PM: Distinct functions ofthe ATP binding
cassettes oftransporters associated with antgcn processing: a mutational analysis
ofWalker A and B sequences. J Biol Chem 276:22 107, 2001.
47- Kumagai S, Kanagawa S, Morinobu A, Takada M, Nakamura K, Sugai S,
Maruya E, Saji H: Association ofa new allele of the TAP2 gene, TAP2*Bky2
(Val577) with susceptibiÏity to Sjôgren’s syndrome. Arthritis Rheum 40:1685,
1997.
48- Ishihara M, 01mo S, Ishida T, Naruse T, Kagiya M, Mizuki N, Maruya E, Saji
H, Inoko H: Analysis ofallelic variation ofthe TAP2 gene in sarcoidosis. Tissue




primers used to amplify the coding region ofTAP2 for
Exon Primer Primer sequence Annealin Fragment size
Name temperature (bp)
Exon 1 Tap2SSel GACAAGGATTGGGACTCC 57°C 561
Tap2ASel TCC TGA CTC ACC CAA AAC
Exon 2 Tap2SSe2 GTG AGT TGG AGG TGG TAA AA 57°C 250
Tap2ASe2 TTA GGG AAG TGA AGA CCC CT
Exon3 Tap2SSe3 TGCTCCTTCTCTGCATCT 55°C 220
Tap2ASe3 GGG ATG TCC ATG GGA AT
Exon 4 Tap2SSe4 CCC TGC AGT ACA CAT GGT 62°C 316
Tap2ASe4 AAG CCT CCT CAC CTG TCA G
Exon S Tap2SSe5 ACT AGG GAG CAT CTC ACT GG 57°C 326
TAP2eA56a CTT TCC TGG GCT CCT TTC
Exon 6 TAP2fS79a GAA GAT TCC CAG CCT CAT C 57°C 250
Tap2ASe6 AGA ACA AAT AAA GCC CAA GG
Exon 7 Tap2SSe7 GTT TCT GGT AGA AGT GTG T 50°C 309
Tap2ASe7 CTG TGA TGT CCA ATT ATG
Exon 8 Tap2SSe$ GGCAGGCCCTTAACTCT 52°C 258
Tap2ASe8 CTC TGT ACA TGC TCC CCT CT
Exon 9 Tap2SSe9 GGG GGT TTA CAC ATA GT 50°C 241
Tap2ASe9 TTT ACT GAA GGA GCA AG
Exon 10 Tap2SCPIO GCTGTGCACTTGTCCCTCCT 62°C 278
Tap2ACP1O CAG TCT GAT CCT CCC AGC CAT
Exon 11 TAP2kSI6U CTTTCTGAGGCACTGTGATC 57°C 265
TAP2kA44° ACA GCT CTG GGT CCT GGA
Fron [14]
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TABLE 2: Primer sequences, annealing temperatures and restriction-endonuclease
enzymes for A-RFLP typing ofTAP2
Polymorphie Primer name Primer sequence Annealing Restriction enzyme
site temperature
Codon 257 Tap2SSe4 Ccc TOC AGT ACA CAT GGT 62°C Eco 32 1 (Fermentas)
Tap2ASe4 AAG CCT CCI CAC CTG ICA G
Codon 313 Tap2SRF4 TAGCAGCGGAGAAGGTGTACAACACGC 65°C Bst UI (NEB)
Tap2ARF4 CAA ATG 10G AAG CCI CCT CAC CTG TCA G
Codon 374 Tap2SSe5 ACTAGGGAGCATCTCACTGG 57°C BstUI (NER)
Tap2eA56 CTT TCC TGG GCI CCT TTC
Codon 609 Tap2SCPIO GCTGTG CAC 11G 1CC CÎC Cl 62°C Bst UI (NEB)
Tap2ARF 10 CCA GAC GTT GTT ICT GIC OC
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TABLE 3: TAP2 nucleotide sequence variations observed in Zimbabweans
Location Nucleotide Genomic Amino ac id change Reference
substitution position
Codon 15 GTG-GCG 40471 Va1-A1a New
Codon 53 CTA-GTA 40 584 Lect Val New
Codon 220 CGA-AGA 42 947 None (Arg) New
Codon 257 ACC-ATC 43 332 Thr — 11e New
Codon 313 CGC-CAC 43 500 Arg — 1-ils New
Codon 374 GCC-ACC 46 01 1 A1a— Thr [14]
Codon 379 GTA-ATA 46 026 Val — 11e [5]
Intron 5 TCTT (deletion) 46 184 [14]
Intron 5 3 r-A 46 194 [14]
Intron 5 T-C 46 195 [14]
Codon 386 GGG-GGT 46 214 None (Gly) [13]
Codon 458 ACG-ACA 47 956 None (Thr) [14]
Codon 466 GGG-GGA 47 980 None (Gly) [14]
Codon 467 GTT-ATT 47 981 Val - lIe [14]
Codon 565 GCT-ACT 48 629 Ala — Thr [18]
Codon 604 GGA-GGG 49 141 None (Giy) [16]
Codon 609 GCG-GTG 49 155 Ala— Val New
Intron 10 C-T 49 270 [24]
Codon 665 ACA-GCA 49 687 Thr— Ala [9,10]
Codon 687 TAG-CAG 49 753 Stop — GIn [9,10]
Codon 697 GTG-GTT 49 785 None (Val) [9,10]
Variant nucleotides are in bold.
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TABLE 4: Allelic frequencies ofTAP 2 single nucleotide polymorphisms (SNPs)
in different populations
Population Nb of T2571 R313H A374T V3791 A565T A609V R651C T665A
alleles
Zimbabwean 384 3.4% 4.7% 9.1% 19.3% 13.5% 3.9% 0% 20.3%
Uui 152 - - 0% 18.4% 0.7% - 5.3% 15.1%
‘1Brazilians 296 - - 2.0% 13.2% 10.1% - 4.0% 32.4%
aRa1das 570 - - 6.7% 1 1.8% 0% - 10.0% 30.2%
aZmbians 234 - - 6.8% 10.2% 18.3% - 0% 23.5%
aFrot [41].




Les résultats exposés précédemment dans tes articles (partie I et H des résultats)
compilent les données de la popctlation totale que nous avons typée. Cette population
zimbabwéenne totale est constituée de deux groupes, l’un étant composé de femmes
\ÏIH+ non apparentées et l’autre de femmes VIH- non apparentées. Les femmes sur
lesquelles a porté cette étude ont été setectionnées pour le projet ZVITAMBO qui
consiste en une étude pour vérifier l’impact de la vitamine A sur la transmission
verticale du HIV- 1. Ces femmes sont dans la vingtaine et ont été recrutées lors de la
naissance de l’enfant dans cme des cliniqttes de Karare. Les échantillons utilisés poitr
notre étude proviennent de femmes VIH+ et VIH- recrutées de façon consécutive
dans le groupe placebo (pas de traitement de vitamine A).
Les tableaux I à IV, que vous trouverez dans tes deux prochaines parties,
indiquent les résultats pour les deux groupes. Ainsi, nous avons comparé la fiéquence
obtenue pour certaines mutations typées dans les deux groupes (VIH+ et VII-1-), afin
de déterminer l’impact possible de ces mutations sur la susceptibilité à l’infection au
VIH.
Les techniques cttiÏisées pour l’identification et le typage des mutations sont des
techniques courramment utilisées dans le domaine. D’ailleurs, plusieurs articles ayant
effectués des études comparables à la nôtre ont employé ces techniques pour
l’identification de mutations (Tang et cou.. 2001; Tang et cou., 1998). Bien qu’il soit
vrai que la polymérase (TAQ) utilisée fasse des erreurs tors de l’amplification
(-l/26000 bases), les mutations peuvent être confirmées car plus d’une amplification
a été effectuée pour chacun des échantillons. Ainsi, chaque échantillon a été amplifié
une première fois pour les SSCP. Pour chacune des mcttations identifiées, nous avons
observé un patron de migration différent de celui obtenu pour les échantillons sans
mutation. Suite à cela, une autre amplification des échantillons a été effectuée pour
chaque patron de migration obtenu afin de séquencer les échantillons. Le séquençage
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a été fait dans les deux sens (sens et anti-sens) de façon à s’asstirer que les
polymorphismes obtenus n’étaient pas dus au bruit de fond apperçu sur les
électrophérogrammes. Ensuite, on a confirmé la présence de certaines de ces
mutations par A-RFLP ou ARMS.
Fréquence des mutations dans les groupes VIll+ et VIH- pour TAPI
Ainsi, après une première analyse de la séquence complète de l’ADN de TAP1
faite par SSCP et séquençage direct, nous avons identifié la présence de plusieurs
mutations dans les régions codantes du gène. Nocis avons typé les mutations
localisées dans le domaine de liaison peptidique ou dans le domaine de liaison à
l’ATP, et les polymorphismes choisis entraînent un changement d’acide aminé. Des
mutations dans ces deux régions peuvent avoir une incidence importante sur
l’accomplissement de la fonction du transporteur TAP. Pour TAPi, les mutations
troctvées qui se retrouvent dans la région du domaine de liaison peptidique sont
localisées aux codons 370, 419, 458 et 487. De ces cinq mutations, nous avons typé
celles des codons 370 et 419. Le variant au codon 427 n’a pas été typé puisqu’il
n’entraîne pas un changement d’acide aminé. Quant à la mutation au codon 45$,
même si elle conduit à un changement d’acide aminé, elle n’a pas été typée puisque
nous pouvons connaître sa fréquence grâce à la distribution allélique. En effet, elle est
en liaison avec l’allèle TAP1*0401 et cet allèle peut également être déterminé par la
présence d’une glutamine en 64$.
En ce qcti concerne le domaine de liaison à t’ATP, nous avons évalué la
fréquence des mutations aux codons 637 et 64$. Ces dernières mutations entraînent
également cine substitution d’acide aminé. La dernière mutation analysée est celle au
codon 333. Celle-ci est située dans l’exon 4 qui code pour le pore. Notis avons
déterminé la fréquence de cette mutation car cela est nécessaire pour l’identification
des allèles. Il en est de même pour les polymorphismes des codons 637 et 648. Les
fréquences alléliques obtenues pour chacune de ces mutations sont indiquées dans le
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tableau I. La popciÏation VIH+ était composée de 93 sujets alors que la population
VIH- était constituée de 100 sujets. Mentionnons que la mutation au codon 419 est
une nouvelle mutation identifiée et qu’elle est présente dans presque 10% de notre
population. Quatre des altèles officiels ont été retrouvés dans nos deux populations,
soient: TAP1*0l0l, TAP1*0201, TAP1*0301 et TAP1*0401 (tableau Il).
106
Tableau I: Distribution allélique de cinq mutations fonctionnelles de TAPI
chez 93 individus VIH + et 100 individus VIH -
VIH+ VIH
N=186 N=200
Wt rnt VvTt rut P
*1333V 65,05% 34,95% 67,50% 32,50% 0,61
**A370V 98,39% 1,61% 97,00% 3,00% 0,37
**G419C 89,25% 10,75% 90,00% 10,00% 0,58
*D637G 68 28% 31 72% 69 00% 3 1 00% 0 88
*R648Q 72,58% 27,42% 73,00% 27,00% 0,93
Légende t Wt : Allèle sauvage; mt :allèle mutant; N :nombre d’allèles;
*M1jtatio1s permettant la détermination des allèles; **Nouvelles mutations;
Valeur p mesurée par le test du chi-calTé
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Tableau II: Fréquence des allèles reconnus par l’organisation mondiale de la santé et
basée sur les substitutions d’acides aminés pour TAPI, dans un groupe VIH+(93
individus) et un groupe VIH— (100 individus)
Allèles VIH+ VIH
N=1$6(%) N=200(%) P
TAPi *0101 121(65,05%) 135(67,50%) 0,61
TAP1*0201 8(4,30%) $ (4,00%) 0,8$
TAP1*0301 6(3,23%) 3(1,50%) 0,26
TAPi *0402 51(27,42%) 54(27,00%) 0,93
Légende N= nombre d’allèÏes; Valeur de p mesurée par le test du chi-carré
10$
Partie IV:
Résultats des fréquences obtenues pour les populations V1fl+ et VIH- dans le
gène TAP2
En ce qui concerne le gène TAP2, les SSCP et le séquençage direct, nous ont
permis d’identifier dix-sept sites polymorphiques. Comme mentionné dans l’article
basé sur TAP2 (partie II), six de ces mutations sont mentionnées ici potir la première
fois. Ces mcttations, à l’exception d’une, entraînent un changement d’acide aminé. La
substitcttion nucléotidique qui mène à une mutation silencieuse est située au codon
220 (Arg-Arg). Les autres nouvelles mutations sont situées aux codons 15
(Val—AIa), 53 (Leu—Val), 257 (Thr—Ile), 313(Arg—*His) et 609(Ala—÷Val).
Comme pour TAP 1, les mutations typées induisent un changement d’acide
aminé et sont situées dans le domaine de liaison peptidique ou dans le domaine de
liaison à l’ATP. Nous avons donc typé les mutations aux codons 257, 313, 374 et
379 car elles sont localisées dans la région des gènes codant pour le domaine de
liaison peptidique. Mentionnons qu’on retrouve également au codon 467, une
mutation qui entraîne un changement d’acide aminé. Le codon 467 est situé dans
l’exon 7 qui code pour une partie du domaine de liaison peptidique. Nous n’avons pas
typé la mutation à cette position car le codon 467 est sittié à la fin de l’exon et que
cette partie ne code plus pour le domaine de liaison peptidique.
Les mutations aux codons 379, 565 et 665, qui définissent les allèles de TAP2,
ont été typés par ARMS (Powis et colt., 1993) et les mutations aux codons 257, 313,
374 et 609 ont été typés par A-RFLP. Les résititats des fréquences obtenues pour
chacune de ces mutations, dans les deux groupes, sont indiqués dans le tableau 111.
Chacune de ces mutations a été typée dans un groupe de 90 individus non apparentés
VIH+ et 102 individus non apparentés VIH-. Aucune différence significative n’a été
observée entre les deux populations et ce pour chacune de ces mutations.
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Mentionnons que la fréquence des mutations typées qui ne définissent pas un allèle
particulier se situe en deçà de 10%.
Dans les mutations permettant de définir un allèle, il y a également la
mutation au située au codon 687. Cette mutation permet de déterminer l’allèle
TAP2*0201. Bien que nous ayons retrouvé cette mutation dans notre population,
nous n’avons cependant pas typé celle-ci, puisque grâce à la mutation au codon 665
nous pouvons identifier cet allèle. Cela nous indique que la fréquence obtenue pour
l’aHèle TAP2*0201 correspond à la fréquence de la mutation au codon 687 (Stop
Gin.)
Pour TAP2, nous avons pu identifier trois des allèles of’ficiels soient,
TAP2*0l01, TAP2*0201 et TAP2*0102 ainsi que 2 allèles non officiels TAP2*C et
TAP2*D. La fréquence de ces allèles est indiquée dans le tableau IV.
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Tableau III t Distribution allélique de sept mutations individuelles situées dans les
régions codantes du gène TAP2 pottr un groupe de 90 individus non apparentés
VIH+ et un groupe de 102 individus non apparentés VIH-.
VIH+ VIH
N18O N=204
Wt mt Wt Mt p
T2571 97,22% 2,78% 96,08% 3,92% 0,54
R313H 93,89% 6,11% 96,57% 3,43% 0,22
A374T 92,78% 7,22% 89,22% 10,78% 0,23
*V3791 78,89% 21,11% 82,35% 17,65% 0,61
*A565T 85,00% 15,00% 87,75% 12,25% 0,39
A6O9V 95,56% 4,44% 96,57% 3,43% 0,43
*T665A 78,89% 21,11% 80,39% 19,61% 0,71
Légende Wt: Allèle sauvage; mt :allèle mutant; N :nombre d’allèles;
*Mutations permettant la détermination des allèles; Nouvelles mutations;
Valeur de p mesurée par le test du chi-carré
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Tableau TV : Fréquence des allèles reconnus par l’organisation mondiale de la santé,
pour le gène TAP2 dans une population Zimbabwéenne composée de deux groupes:
un constitué de 90 individus VIH+ et l’autre de 102 individus VIR
Allèles VIH+ VIH
N=1$0(%) N=204(%) p
TAP2*0 101 86(47,78%) 109(53,43%) 0,27
TAP2*020Ï 38(21,11%) 41(20,10%) 0,81
TAP2*0 102 18(10,00%) 18(8,82%) 0,69
TAP2*C 29(16,11%) 29(14,22%) 0,60
TAP2*D 9(5,00%) 7(3,43%) 0,44
Légende N= nombre d’allèles; Valeur de p mesurée par le test du chi-carré.
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Discussion
Le but de notre étude était de déterminer le polymorphisme des gènes TAP 1 et
TAP2 dans une population du Zimbabwe ainsi que de vérifier s’il y avait une
association entre ces polymorphismes et la sLtsceptlbihté à l’infection ait VIH. La
population africaine choisie représente un groupe ancestral relativement homogène
(Ethnie SHONA). Les premières traces officielles du peuple Shona en Afrique
apparaissent durant le 11 e1 siècle. Au 1 51cmc siècle, la dynastie des Shonas se sépara
des autres ethnies présentent en Afrique du sud et forma l’état autonome dci Rozwi
qui est séparé par les rivières Zambezi et Limporo. Cet état représente aujourd’hui le
Zimbabwe (Mozambique history).
Les femmes shona utilisées lors de notre étude ont été selectionnées après leur
accouchement dans une clinique de Harare et étaient âgées d’une vingtaine d’année.
Leur statut sérologique en ce qui à trait au VIH a été déterminé par ELISA et
confirmé par immuno-buvardage (Western blot). Le mode d’infection au VIH est
principalement hétérosexuel et bien que nous n’ayons pas le degré d’exposition des
femmes VIH- mentionnons tout de même que 30% de la population est infectée par le
VIH.
Les études génétiques en relation avec les maladies à traits complexes
Le choix de la population dans tme étude d’association génétique est itn
facteur important à prendre en considération. Le fait que le groupe éttidié soit qualifié
d’ancestral et d’homogène est une information notable pour l’analyse de nos résultats.
En effet, un point important à prendre en considération lors d’une étude d’association
génétique est la spécificité du groupe ethnique. Les populations génétiques théoriques
et les données recueillies suggèrent qu’une population génétique isolée c’est-à-dire
homogène est préférable à une large population mixte comme on en retrouve dans les
grands centres urbains de nos jours. Dans une population mixte comme c’est [e cas
pour les populations des grands centres d’aujourd’hui, à peu près n’importe quel trait
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présent à une haute fréquence peut montrer une association positive avec un allèle qui
est commun dans le groupe. Ainsi, il devient difficile d’associer une mutation avec
une maladie particulière. Il est donc important de bien choisir la population que l’on
désire étctdier. Dans notre cas, flOLtS retrouvons dans notre population des femmes
africaines d’origine zimbabwéenne de l’ethnie SHONA qui sont localisées à ou dans
les environs de la ville d’Karare. Cette population représente une population
ancestrale et homogène, ce qui, comme nous venons de le mentionner, est un point
positif pour effectuer une étude génétique. Signalons également que le fait que nos
sujets soient des femmes n’a pas d’impact sur les résultats de l’étcide. En effet, les
gènes TAP n’étant pas localisés sur le chromosome X ou Y, le sexe des sujets n’a pas
une incidence sur les résultats.
Les études d’association génétique peuvent s’avérées ardues et ce,
particulièrement lorsqu’on travaille sur une maladie dite à trait complexe. Cela
signifie que cette maladie ne suit pas les règles de la loi de Mendel, c’est-à-dire
qu’elle ne démontre pas le caractère hérité récessif ou dominant attribuable à un
simple gène. En général, cette complexité apparaît lorsque la correspondance entre le
génotype et le phénotype est brisée, car le même génotype peut résulter en plusieurs
phénotypes (dû à un facteur environnemental, au hasard, aux interactions avec
d’autres gènes) et vice-versa (Lander et coI!. 1994). Le SIDA se retrouve dans cette
catégorie de maladie. Ainsi, pour contrer les problèmes reliés aux maladies à trait
complexe, nous avons tout d’abord pris comme population deux groupes soit VIH+ et
VIH- comprenant environ 93 et 1 00 individus respectivement. Cela représente un
échantillonnage appréciable et le nombre d’échantillons permettent de savoir si les
mutations ont un effet sur la protéine. Les individus pouvaient être classés de façon
précise dans un des deux groupes puisqu’on ne détecte pas la présence de la maladie
par des symptômes mais bien par des tests anti-VIH (dans notre cas par ÉLISA et
immuno—buvardage) qui déterminent si la personne est infectée ou non par le virus.
Ensuite, comme il l’a été illustré précédemment, pour diminuer le biais de
stratification, nous avons effectué notre étctde sctr une population homogène au lieu
d’une population mixte. De plus, de récentes études tendent à démontrer que les
gènes que nous avons sélectionnés peuvent être en relation avec le SIDA. En effet, le
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rôle de TAP porte à croire qu’il est important dans la lutte effectuée par notre
système immunitaire contre le VIR. D’autre part, certains polymorphismes de TAP
ont déjà été associés avec la progression de la maladie vers la phase SIDA. Donc,
nous pouvions nous attendre à ce qu’il y ait une relation entre TAP et la susceptibilité
à l’infection par le VIH.
Étude du polymorphisme du gène TAP I
L’étude de la séquence complète des régions codantes du gène TAP1 par
séquençage direct a révélé la présence de 11 variations nucléotidiques dans la
séquence d’ADN de la population Shona (Zimbabwe). De ces 11 mutations, huit
entraînent un changement d’acide aminé et trois sont dites silencieuses. De plus, cinq
de ces polymorphismes sont nouveaux et n’ont donc pas encore été décris dans la
littérature. II s’agit des mutations situées aux codons 7, 17, 141, 419 et 487. Les
autres polymorphismes, soient ceux localisés aux codons 254, 333, 370, 458, 637 et
648, ont été précédemment décrits dans la littérature et ont été retrouvés dans
plusieurs populations. On ne peut pour l’instant dire si les mutations trouvées
permettent de définir de nouveaux allèles. D’autres études doivent être accomplies
pour pouvoir le déterminer.
Comme il l’a été mentionné précédemment, le transporteur TAP est un
hétérodimère formé de deux sous-unités, soit TAPi et TAP2. Des mutations dans
l’une ou l’autre de ces sous-unités peuvent conduire à des déficiences dans la
fonction du transporteur TAP. Le transport peptidique effectué par TAP requiert deux
unités t tme partie cytosolique qui est ATP-indépendante po’ir la liaison peptidique et
une partie ATP-dépendante, à l’intérieure du RE, dans laquelle s’effectcte le transport.
Des mutations dans la région de liaison peptidique ou dans la région de liaison à
1’ATP peuvent donc altérer le transport peptique accompli par le transporteur TAP.
Certaines des mutations que nous avons trouvées se retrouvent dans ces deux régions.
Ainsi, les mutations situées au codon 370 (résidti non polaire Ala pour un résidti non
polaire Val), au codon 419 (résidu non polaire Gly pour une chaîne latérale poLaire
chargé Cys) et au codon 458 (résidu non polaire Val pour un résidu non polaire Leu)
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sont situées dans la région de liaison peptidique. Dans cette région, nous avons
également trouvé une mutation silencieuse en position 487. Une mutation dans ce
domaine, particulièrement une mutation non silencieuse, peut affecter la capacité du
transporteur à lier les peptides oct peut entraîner un changement dans l’affinité des
peptides. La seconde région importante pour le transport, le domaine de liaison à
l’ATP, comprend également des mutations. Ces mutations sont situées au codon 637
(chaîne latérale polaire chargé Asp pour une chaîne latérale non polaire Gly) et au
codon 648 (chaîne latérale basique Arg pour cme chaîne latérale polaire neutre GIn).
Des mutations dans cette région peuvent empêcher la liaison de l’ATP ou son
hydrolyse et, étant donné qcte TA? effectue un transport ATP dépendant, cela peut
avoir pour conséqctence d’inhiber le transport des peptides à l’intérieur du RE. Des
études antérieures ont indiqué que la présence d’une délétion entre les acides aminés
366 à 405 bloque le transport peptidique par TAP (Ritz et cou., 2001) et que les
acides aminés 452 à 748 sont nécessaires pour la formation de l’hétérodimère. Les
mutations typées se retroctvent dans ces régions (Lapinski et cou., 2000), cependant
aucune différence significative n’a été observée entre la popcLlation VIN + et la
population VIH- pour ces mutations. Cela tend à nous indiquer qu’une variation
nucléotidique dans ces domaines n’aurait pas le même impact que celui qu’engendre
une délétion. En effet, une délétion a pour conséquence d’inhiber le transport des
peptides et donc par le fait même de réduire la réponse immunitaire. Nous pouvions
donc nous attendre à ce que des mutations dans ces régions soient présentes de façon
plus marquée chez les individus VIH+, puisque les mutations auraient inhiber le
transport des peptides antigéniques dct vircts aux CMH de classe I et par conséquent
aux CTL facilitant ainsi l’infection, mais ce ne fût pas le cas. D’autres études sont
tout de même requises pour déterminer le réel impact des mutations décrites sur la
stabilité, la liaison peptidiqcte et à l’ATP ainsi qcte le transport par la protéine TA?.
Les acttres mutations troctvées sont situées premièrement dans t’exon I qui
code pour la partie N-terminale cytosolique de la protéine. Ces mutations sont
localisées au codon 7 (résidu non polaire Pro pocir un résidu avec chaîne polaire
neutre Ser), au codon 17 (résidu non polaire Gly pour un résidu avec chaîne latérale
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basique Arg) et une mutation silencieuse mi codon 141. À notre connaissance, c’est la
première fois que ces trois mutations sont décrites. La région N-terminale d’une
protéine sel-t, en générale, à établir la conformation de cette dernière ainsi qu’à
maintenir sa stabilité. Elle sel-t également d’ancrage ce qui est important pour la
localisation de la protéine (Alberts et coït., 1994). Des mutations dans la région
codant pour la partie N-terminal de TAP peuvent donc avoir un impact sur la
structure primaire de la protéine ainsi que sur son orientation. Comme une des
différences entre les protéines TAPi et TAP2 est la localisation de lettr partie
N—terminale, ces mutations dans l’exon 1 de TAPi pouffaient conduire à un
changement de localisation de la partie N-terminale de TAPI. Pour vérifier cela,
d’autres études devraient être effectuées. Les autres mutations des régions codantes
identifiées dans notre analyse sont situées aux exons 2 et 4. Ces deux exons codent
pour le pore (Ritz et colt., 2001). On retrouve donc une mutation silencieuse au codon
254 et une autre mutation au codon 333 qui entraîne le changement d’une isoleucine
pour UflC valine
Nous pouvons donc constater que nous avons trouvé plus de polymorphismes
dans notre population que ce qui a été observé lors d’études antérieures. Cela peut
premièrement être dû au fait que nous avons vérifié la séquence nucléotidique de tous
les exons de TAPi, et ce avec une technique qui est assez efficace. En effet, comme il
l’a déjà été mentionné, la sensibilité des SSCP est de près de 95% (Taylor et coït.,
1997). Noits avons donc été capables, grâce à cette techniqcte, d’identifier des
mutations qui n’ont pu être observées lors d’études précédentes. De plus, nous avons
effectué cette première analyse de la séquence de l’ADN sur 45 individus, ce qui est
un nombre appréciable si on le compare à l’échantillonnage utilisé par d’autres études
analysant TAP. La majorité des études portant sctr l’analyse des polymorphismes de
TAP 1 n’ont, en plus, pas étudié tous les exons comme nous l’avons fait.
On doit par contre souligner que nous n’avons pas repéré toutes les mutations
qui sont indiquées dans la littérature. Ainsi, nous n’avons pas aperçu les mutations
aux codons 518, 659 et 661 (Yan et colt., 1997 ; Chen et colt., 1996; Szafer et coït,
1994). La variation du codon 518 a été retrouvée dans une setile étude sur des
patients caucasiens atteints de diabète (IDDM) (Yan et coït., 1997). En ce qui
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concerne la mutation au codon 659, celle-ci a été retrouvée uniquement dans des
lignées cellulaires de tumeurs humaines et a été associée avec le cancer du poumon
(Chen et coÏt., 1996). La mutation au codon 661 a, quant à elle, été retrocivée dans la
popcttation caucasienne (Szafer et colt., 1994) mais n’a pas été retrouvée chez les
autres populations africaines étudiées comme les Zambiens (Tang et colt .2001).
De plcts, certaines mutations conduisent à un changement de la polarité de
l’acide aminé présent dans ta séquence protéinique. Les acides aminés qui ont des
chaînes latérales polaires non chargées sont assez hydrophobes et sont habituellement
à l’extérieur des protéines, alors que les chaînes latérales des acides aminés non
polaire ont tendance à se regrouper à l’intérieur des molécules. Les acides aminés qui
ont des chaînes latérales basiques ou acides sont très polaires et sont presque toujours
présents à l’extérieur des molécules protéiques. La plupart des chaînes
polypeptidiques ne se replient que selon une cou tormation particulière déterminée par
leur séquence en acide aminé. Les propriétés des chaînes latérales des acides aminés
déterminent les caractéristiques des protéines qu’ils constituent, et sont à l’origine de
toutes les fonctions générales et sophistiquées de ces protéines. Ainsi, lorsque les
mutations trouvées conduisent à un changement des propriétés des chaînes latérales,
cela peut avoir un impact important sur la conformation de la protéine et donc, sur les
fonctions de cette même protéine (Alberts et coït. 1994). Cependant, jusqu’à présent,
il n’y a pas d’étctde qui ont analysé l’impact particulier de chacune de ces mutations
par des modèles de mutations dirigées. Les études effectuées sur le gène TAPi ont
plutôt tenté d’identifier les régions nécessaires pour la fonction de TAP1. C’est le cas
des études de Vos et colt. et de Ritz et colt. qui ont démontré quelles sont les régions
séquentielles importantes pour la fonction de TAP mais ces études n’ont pas étudié
l’incidence de chaque changement d’acide aminé.
La distribution des allèles chez les personnes vivant dans les pays en
développement peut différer de celle observée chez les personnes vivant dans les pays
industrialisés. Cette différence peut s’expliquer par une pression sélective qui est
exercée par les pathogènes présents uniquement dans ces régions (Parham et coït.,
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1996.). L’analyse des variations aux codons 333, 637 et 64$ révèle la présence de
quatre allèles. Nos résultats confirment qu’il y a une différence inter—ethnique pour ce
qui est de la distribtition allélique. L’allèle prédominant dans notre population est
l’allèle TAP1*010l, ce qui cotrespond aux observations dans d’autres populations.
La fréquence obtenue dans notre population (66,3%) est d’ailleurs similaire à celle
observée dans d’autres populations africaines (69%) mais est tin peu plus faible que
celle observée chez ]es Caucasiens et les Asiatiques (—$0%) (Tang et cvi!., 2001;
Moins-Teisserenc et cou., 1995: Hohler et colt., 1996; Gonzalez-Escribano et colt.,
1995; Takeuchi et coïï., 1996; Faucz et coI!., 2000). Pour ce qui est de l’allèle
Tapl*030l, la fréquence qcte nous avons obtenue (2,3%) est un peu plus faible à celle
observée chez les Caucasiens (5%). Cet allèle est un facteur de risque pour la
maladie de Grave.(Rau et coït., 1997; Tang et coïï., 2001; Moins-Teisserenc et cou.,
1995; Hohler et coI?., 1996; Gonzalez-Escribano et coït., 1995; Takeuchi et col?.,
1996; Factcz et coït., 2000). La fréquence observée pour l’allèle TAP1*0201 était de
4,2%. Ce pourcentage est similaire à celui constaté chez les Zambiens (2,8%) et les
Rwandais (3,3%), qui sont deux populations africaines. Par contre, ce résultat est
significativement plus faible qtte celui qui est observé chez les Caucasiens américains
(9,9%; p=O,OO1) et les Asiatiques (14,7%; p=O,OO1) (Tang et coït., 2001). Cet allèle a
été associé avec le diabète de type I (IDDM) ainsi qu’avec la spondylite ankylosante
chez les Caucasiens (Rati et coït., 1997). Puisque cet allèle est retrouvé avec une
fréquence beaucoup plus faible chez les Africains que chez les Caucasiens, on petit
s’attendre à ce que le diabète de type I ainsi que la spondylite ankylosante soient
moins présents dans la population africaine. Le dernier allèle que nocis avons observé
dans notre population est l’allèle TAP1*0401(valine en 333, glycine en 637 et
glutamine en 648) avec une fréquence de 27,2% ce qui est très proche de la fréquence
observée chez les autres populations africaines (—23,8%). Par contre, par rapport à la
fréquence observée chez les Caucasiens et les Asiatiques (3,1%, p0,001) cela est
beacicoup plus élevé (Tang et coït., 2001). Cet allèle est un facteur de protection pour
la maladie de Grave (Rau et coït., 1997) mais un facteur de risque pocir l’atopie chez
les Tunisiens (Ismail et coït., 1997). Un fait intéressant lorsqu’on regarde la
distribution allélique est la différence entre les allèles TAP1*0301 et TAPI*0401.
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Comme mentionné précédemment l’allèle TAPI *0301 est associé avec la maladie de
Grave alors que l’allèle TAPI*040l est tin facteur de protection pour cette maladie.
Nous avons observé que l’allèle TAPY*0401 est plus fréquente chez les Africains que
chez les Caucasiens et qcte t’allèle TAPI*0301 est très peu fréquente chez les
Africains. En regardant l’incidence de la maladie de Grave chez les Zimbabwéens
indigènes, on constate que c’est une maladie qui est très rare (publication personnelle,
Ministère de la santé du Zimbabwe) dans cette population, ce qui correspond à la
distribcttion allélique observée. Finalement, la fréquence allélique de la valine au
codon 333 (allèles TAP1*0201, TAP1*0301 et TAP1*0401) qui a été associé avec
cme progression rapide vers le SIDA est de 30% chez les Africains, comparé à 18%
chez les Caucasiens (p=O.001) et à 14,7% (p=O.001) chez les Asiatiques. Cette
observation est difficile à interpréter puisque le changement d’acide aminé ne conduit
pas à un changement de polarité et que cette mutation est située dans la partie codante
pour le pore de TAP. L’association faite entre TAP et la progression vers le SIDA
poulTait donc être due à un désiquilibre de liaison qui n’a pas encore été mis à jour.
Polymorphismes du gène TAP2
L’analyse des séquences codantes du gène TAP2 par SSCP et séquençage
direct a permis d’identifier dix-sept sites polymorphiques dans la population
zimbabwéenne (ethnie Shona) et six d’entre eux sont des polymorphismes qui sont
identifiés ici pocir la première fois. Ces mutations se retrouvent aux codons 15, 53,
220, 257, 313 et 609 et, à l’exception de celle localisée au codon 220, ces mutations
conduisent à un changement d’acide aminé. Les deux premières mutations, soient
celle au codon 15 (valine pour alanine) et celle au codon 53 (leucine pour une valine),
sont localisées dans l’exon 1 qcti code pour le module N-terminal de la protéine. Pour
les protéines en générale cette partie est responsable de la conformation de la
protéine, elle confère une stablité à la protéine et sert également d’ancrage (Alberts et
coll., 1997). Ainsi, les mutations dans cette région pourraient affecter la conformation
de TAP2 et/ou sa localisation. Naturellement, la partie N-terminale de TAP2 est
cytosohque ce qui la différencie de celle de TAPi.
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Comme il l’a été indiqué précédemment. le transport peptidique par TAP peut
être divisé en deux étapes liaison peptidique - ATP indépendante et transport du
peptide — ATP dépendant. Des sites dans la séquence d’ADN de TAP2 (résidus
217/218; 262, 265, 268; 374, 380) ont d’ailleurs été identifiés pour leur implication
dans la spécificité de la liaison aux substrats (Momburg e. cou., 1996; Deverson et
cou., 1998). Une étude de liaison croisée utilisant des peptides photo réactifs a défini
que les résidus 301 à 433 de TAP2 sont impliqués dans la liaison du peptide ati
transporteur (Nijemhuis et colt., 1996). Il a également été déterminé qu’une délétion
dans le domaine Walker A empêche la liaison de l’ATP (Lapinski et colt.. 2001) et
que les résidus 399 à 686 sont nécessaires pottr la formation de l’hétérodimère TAPI
TAP2 (Lapinski et colt., 2000). Pour TAP2, nous avons identifié cinq mutations dans
le domaine de liaison peptidique dont quatre qui mènent à un changement d’acide
aminé. Pour TAP2, ce domaine est codé par la fin de l’exon 4, l’exon 5 et 6 et par
une partie de l’exon 7 (Vos et coÏt., 1999). Nous avons ainsi typé les mutations
situées au codon 257 (un résidu polaire non chargé Thr pour un résidu non polaire
11e), au codon 313 (un résidu polaire chargé Arg poctr un résidu polaire chargé Ris),
au codon 374 (un résidu non polaire Ala pour un résidu polaire non chargé Thr) et au
codon 379 (un résidu non polaire Val pour un résidu non polaire 11e). Les deux
premières mutations ont été retrouvées avec une fréquence de 3,4% et de 4,7%
respectivement et sont répertoriées dans une population pour la première fois. La
fréquence de la variation nucléotidique au codon 374 chez les Zimbabwéens (9,1%)
est similaire à celle observée chez d’autres populations africaines (6,7%, p=O,l8)
mais plus élevée que ce qui a été constaté chez les Caucasiens américains et les
Brésiliens (0-2%, p=O,OO1) (Tang et colt., 2001). On peut donc constater que cette
mutation est plus présente chez les Africains que chez les autres popcilations. Cela
petit être dû, comme nous l’avons déjà mentionné, à la sélection positive exercée par
les pathogènes rencontrés dans cette partie du monde (Parham et colt., 1996). La
mutation à cette position est particulièrement intéressante puisqu ‘une éttide a
démontré que le changement d’ttn acide aminé non polaire alanine pour un résidu
polaire acide aspartique altère la spécificité du transport peptidique (Armandola et
coït., 1 996). Bien que ce ne soit pas les mêmes acides aminés, la mutation observée
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dans notre population entraîne le même changement de polarité que celui de l’étude
de Armandola et coït.. Cette mutation est également connue pour entraîner une
réduction de 70% du transport lorsqu’elle est présente. En effet, lorsqu’on est en
présence d’une alanine, les peptides hydrophobes avec des groupes polaires chargés
en C—terminal sont ceux qui sont les plus transportés et cela est différent lorsqu’on est
en présence de la théronine (Vos et cou., 1999: Momburg et colt., 1996; Armandola
et co/t., 1996). Ainsi, puisque la présence de la imitation 374 conduit à un
changement de la spécificité des acides aminés liés par TAP, sa présence dans notre
population et dans les autres populations africaines nous porte à croire que les
peptides qui sont présentés aux CTLs dans ces populations sont différents de ceux
présentés dans la population caucasienne, et que la présence de cette mutation
entraîne un transport moins efficace. Pour ce qui est de la mutation au codon 379, elle
est présente dans notre population avec une fréquence de 19,3% et cela est similaire à
ce qui observé dans d’autres populations (Tang et coït., 2001).
Pour que le transport peptidique puisse se faire, il faut qLI’il y ait liaison et
hydrolyse d’ATP. Le domaine de liaison nucléotidique des deux sous-unités est
nécessaire pour l’accomplissement de cette étape et des mutations dans un ou l’autre
de ces domaines peut conduire à une perte du transport (Knittler et coït., 1999
Saveanu et coït., 2001). Pour la socis-unité TAP2, le domaine de liaison nucléotidique
est codé principalement par les exons 8 et 10 (Élliot, 1997). Six mutations ont été
répertoriées dans cette région dont quatre mènent à un changement d’acides aminés.
Il s’agit des mutations au codon 565 (résidu non polaire Ala pour un résidu polaire
non chargé Thr), act codon 609 (résidu non polaire Ala poctr un résidu non polaire
Val), au codon 665 (acide aminé polaire non chargée Thr pour tin acide aminé non
polaire Ala) et au codon 687 (codon stop pour une glutamine). Le variant Thr au
codon 565 est relativement fréquente chez les Zimbabwéens de notre étude et les
Zambiens (15,3%) mais est pratiquement absent chez les Caucasiens américains
(0,7%, p=O,OO1). L’inverse se produit pour la mutation au codon 651 qui est absente
chez les Zimbabwéens et Zambiens mais est présent à 5,3% chez les Caucasiens. La
mutation au codon 609, identifiée ici pour la première fois, a été retrouvée avec une
fréquence de 3,9% et la mutation ati codon 665 a été observée avec une fréquence de
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20,3%. En ce qui concerne la variation au codon 687, nous n’avons pas typé cette
mutation puisque sa fiéquence peut nous être fournie par la fiéquence de l’allèle
TAP2*0201, ce qui nous a donné une fréquence de 20,6%. La présence de cette
mcttation condctit à une protéine tronquée qui est plcts longue que celle présente
normalement. En effet celle-ci élimine le codon stop présent à la fin de Ï’exon 11 et
cela entraîne la présence de dix-huit acides aminés supplémentaires. L’exon 11
codant la pallie ABC terminale, celle-ci sera plus longue chez les individus qui
possèdent cette mutation. Par contre, on ne connaît toujours pas l’impact de cette
mutation sur la fonction de TAP.
II est à signaler qcie même si nous avons trouvé un grand nombre de
variations génétiques dans notre population, nous n’avons pas retrouvé toutes les
mutations connues jusqu’à présent. Ainsi, nous n’avons pas rencontré la mutation
localisée au codon 253 (Arg-stop) (De la salle et coÏt., 1994) et celle située au codon
326 (Ala-Ala) (Moins et colt., 1999). Ces deux mutations ont été retrouvées dans une
seule étude chez des personnes atteintes d’une maladie très rare soit le syndrome du
lymphocyte dénudé et, ont été retrouvés respectivement dans une famille marocaine
et une famille turque. Deux autres mutations qui n’ont pas été identifiées dans cette
étude sont situées aux codons 436 (Asn-Asn) et 513 (Ala-Ser) découvertes par Tang
et col!, dans la population zambienne, (Tang et col!., 1998). Ces substitutions n’ont,
jusqu’à présent, pas été retrouvées dans d’autres populations. La dernière mutation
qui n’a pas été retrouvée dans notre population est la substitution d’une méthionine
pour une valine au codon 577 qui a été rencontrée uniqclement dans une population
asiatique (Keicho et colt., 1999).
Mentionnons également que les amorces que nous avons utilisées pour
effectuer le séquençage sont situées dans les introns, le séquençage direct nous a
également permis de déterminer la présence de 4 mutations dans les introns. Ces
mutations ont déjà été discutées lors d’études précédentes et se situent dans l’intron 5
(Tang et colt., 1998) et dans l’intron 10 (Penfornis et colt., 2002) et aucune de ces
mutations n’est placée au niveau des sites d’épissage.
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Certaines des mutations typées ont permis de déterminer la distribution
allélique de notre population. Ainsi, le génotypage des mutations repérées aux codons
379, 565 et 665 a permis de déterminer la présence de 5 allèles. Trois d’entre eux sont
des allèles officiels TAP2.*0101, TAP2*0102 et TAP2*0201. Les autres attèles
retrouvés sont les allèles TAP2*C et TAP2*D décrites par Powis et cotÏ (1993). NoLts
n’avons pas retrouvé l’allèle TAP2*0103 qui est caractérisé par la présence de la
mutation au codon 65 L L’allèle prédominant dans notre population Zimbabwéenne
est l’allèle sauvage TAP2*0101 qui a été observé avec une fréquence de 50,78%, ce
qui est comparable à la fréquence observée dans chez les Caucasiens (53%). Cet
allèle est associé avec la maladie de Behcet (Ishibra et cott., 1996), la maladie de
Grave (Rau et colt., 1997) et avec la tuberculose (Rajalingam et cott., 1997). Ensuite,
nous avons retrouvé I’allèle TAP2*0201 avec un taux de 20,5 8%. Cet allèle, selon les
allèles HLA présents, est associé à un tatix de progression rapide vers le SIDA. Pour
ce qui est de l’allèle TAP2*C, tiocis avons obtenu une fréquence de 15,1%, ce qui est
presque deux fois plus élevée que la fréquence observée dans les populations
asiatiques et caucasiennes (2,3% et 7,4% respectivement)(Faucz et colt., 2000
Hèbter et colt., 1996). Cet allète est également associé avec une progression rapide
vers le SIDA et ce dépendamment des allèles HLA (Kaslow et colt., 1996). La
population africaine est celle qui est la plus touchée par le SIDA et, fait intéressant,
deux des allèles les plus fréquents dans notre population sont des allèles qui
favorisent la progression rapide vers le SIDA. La fréquence de l’allèle TAP2*0102
était également plus élevée dans notre population qcte chez les Caucasiens (0,95%)
mais est similaire à celle observé chez les Asiatiques (7,1%) (Faucz et colt., 2000). Le
dernier allèle observé est TAP2*D. Nocis l’avons rencontré avec une proportion de
4,17%, ce qui est passablement similaire ati taux observé chez les Caticasiens. En ce
qui concerne l’allèle TAP2*0 103, nous ne l’avons pas retrouvé dans notre population.
Cet allèle n’est pas très fréquent et a été retrouvé avec une fréqcience d’environ 1,5%
dans la population caucasienne (Fauz et colt., 2000).
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Le polymorphisme des gènes TAP et la susceptibilité au VIII
Comme plusieurs des mutations retrouvées dans notre population entraînent
un changement d’acide aminé, ce qui pectt avoir un impact sur la fonction de la
protéine, et que certaines mutations ont déjà été associées avec la progression vers le
SIDA, dans la deuxième partie de notre étude nous avons vérifié s’il y avait une
association entre les polymorphismes des gènes TAP et la susceptibilité à l’infection
au VII-1.
Les mutations typées, pour vérifier l’hypothèse d’une association entre TAP et
la susceptibilité à l’infection au VIH, étaient localisées dans les exons codant pour
des régions importantes des protéines. D’ailleurs, pour TAPi et TAP2, des séquences
ont été identifiées pour leur implication dans la liaison aux peptides ou pour le
transport peptidiqtte. Ainsi, pour TAPi des études de liaisons croisées ont déterminé
que les résidus 362 à 487 étaient impliqués dans la liaison des peptides au
transporteur. Certaines des mutations typées se retrouvent dans cette région mais
aucune différence significative n’a été observée entre les deux groupes. Il en est de
même pour les autres mutations.
Pour TAP2, les acides aminés situés entre les codons 399 à 686 sont
essentielles pour la formation de l’hétérodimère TAP1-TAP2. Certaines des
mutations que nous avons retrouvées dans notre population se situent dans cette zone.
il s’agit des mutations aux codons 565, 609, 651 et 665. Ces mutations pourraient
donc avoir un impact important sur la formation du complexe TAP et donc la
présence de ces mutations pourrait inhiber le transport peptide par TAP au CMH de
classe I. Ces mutations ont été typées dans nos deux grotipes afin de voir s’il y avait
des différences de fréquences entre la population VIH- et la population VIH+.
Aucune différence n’a été observée pour ces mutations.
Une autre mutation qui peut avoir un impact sur la fonction de TAP est celle
localisée au codon 374. En effet, cette mutation réduit de 70% le transport peptidique
lorsqu’elle est présente. La présence de cette mutation diminue donc la réponse
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immunitaire engendrée par les CTL. Nous avons également typé cette mutation dans
nos deux grocipes et aucune différence significative n’a été observée.
II nous faut mentionner que les tésultats de notre étude sont en accord avec
ceux obtenus dans l’étude réalisée par Obst et col!. Dans cette étude, il a été
déterminé qu’il n’y a aucune imitation qui ait un impact sur le transport peptidique.
Lorsqu’on compare les fréquences obtenues pour les diverses mutations dans les deux
groupes typés, on peut constater qcte ces mutations n’ont probablement pas d’impact
sur la susceptibilité au VII-I. Par contre, nous ne pouvons dire si ces imitations ont une
influence sur l’affinité peptidique. Des études mutationnelles dirigées in vitro
devraient être entteprises pour confirmer le rôle de ces mutations sur la progression
du VIH ou sur le développement d’autres maladies. De plus, le SIDA étant une
maladie à trait complexe, il se peut que l’association entre TAP et la susceptibilité à
l’infection au VIH soit multi-factorielle.
Ainsi, nos résultats pour TAP démontrent que la distribution des allèles diffère
dans une population de pays en développement par rapport à celle d’cin pays
industrialisé. À première vue, les mutations typées n’ont pas d’impact sur la
susceptibilité à l’infection ati VII-I dans notre population mais de futures études sont
nécessaires pour comprendre l’impact de ces mutations et leur rôle dans la
pathogenèse de l’infection par le VIH. Ces variations dans la séquence d’ADN
peuvent également avoir un impact sur la susceptibilité à développer d’atitres
maladies. D’ailleurs, comme nous l’avons observé, certaines imitations ont déjà été
associées à d’autres maladies et ces mutations peuvent également avoir un impact sur
la susceptibilité à l’infection au VIR dans d’autres populations OLi sur ta progression




En conclusion, nous avons effectué une première étude exhaustive du
polymorphisme des gênes TAP 1 et TAP2 chez une population africaine provenant du
Zimbabwe. Le bctt de cette étttde était de déterminer les variations génétiques que
l’on rencontre dans cette population et ensuite de vérifier si certaines de ces
mutations avaient un impact sur la susceptibilité à l’infection au VIH. II s’agit d’une
étude importante à cause du nombre de sujets étudiés, de la population
particulièrement à risque d’être infectée par le VTH, et à cause des techniques
utilisées pour le dépistage des mutations, soit les SSCP ainsi que le séquençage direct
pour confirmer la sensibilité dci SSCP dans l’identification de mutations.
Nos résultats nous ont permis d’identifier le polymorphisme des gènes TAPi
et TAP2 chez les Africains dii Zimbabwe. Ainsi, nous avons pu confirmer plusieurs
mutations et en identifier d’autres qui n’ont jamais été décrites précédemment dans
d’autres populations. Ainsi, nous avons rencontré onze mutations poctr TAPi et dix-
sept variations nucléotidiques pour TAP2. Ces résultats confirment que les méthodes
utilisées pour identifier des variations dans la séquence d’ADN étaient fiables et
qu’elles sont adéquates pour ce genre d’étude.
Nous avons également évalué la fréquence de certaines des mutations
trouvées. Les mutations typées se retrouvent dans des zones qui ont été
précédemment décrites pour avoir un rôle important à jouer dans l’établissement de la
fonction de TAP. Grâce à certaines de ces mutations, nous avons déterminé la
distribution des allèles présents chez chaque individu. Nous avons donc retrouvé
quatre allèles pour TAPi et cinq allèles pour TAP2. Certaines différences en ce qui
concerne la distribution allétique ont été observées entre les populations. Les
différences remarquées entre ces populations pourraient être expliqciées par la
distribution des pathogènes dans les diverses parties du monde et par la pression
exercée par ces pathogènes sur le système immunitaire.
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Nous avons ensuite regardé les différences de distributions alléliques entre le
groupe VIH+ et le groupe VIH- de notre population Zimbabwéenne afin de vérifier
s’il y avait un impact sur la susceptibilité à l’infection au VTH. Nous n’avons pas
constaté de différence entre les deux groupes. Cependant, c’était la première fois
qu’une étude s’intéressait à l’impact de mutations dans les gènes TAP sur la
susceptibilité à l’inrection. Ainsi bien qu’à première vue il ne semble pas y avoir
d’impact en ce qui concerne notre population, une telle relation peut exister dans une
autre population. En effet, la distribution allélique pourrait avoir un impact sur la
susceptibilité à l’infection chez des personnes à haut risque d’exposition au virus. Ces
mutations peuvent également avoir une influence sur la progression de l’infection au
VIH vers le SIDA. D’ailleurs, une des suites de ce projet portera sur ce dernier point.
De plus, notre cohorte étant initialement composée de mères et d’enfants, la
prochaine étape sera de typer les enfants pour déterminer si la distribution allélique
de TAP a un impact sur la transmission verticale du VIH.
Comme nous avons défini, pour la première fois, le polymorphisme présent
chez les Zimbabwéens et identifié de nouvelles mutations, d’autres études pourraient
être entreprises pour vérifier s’il y a une corrélation entre ces variants génétiques de
TAP et des maladies infectieuses ou des cancers. De plus, il faudrait que soit réalisée
des études sur l’impact qu’ont ces mutations sur la structure et la fonction de la
protéine ainsi que sur la sélection peptidique.
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Objectifs et iivpothiese: TAP transporte les peptides du
eVk)sol au Ïit icttl um endojilasiliitlue ou il les présente au
‘MI I I. les différences alléliques de TAP peuvent entraïner
des di fIrenees dans la presentation des peptides au C’ M H
et prédisposer fi developper certaines maladies. TA P a été
associe avec plusieurs maladies auto-immunes. cancer et
nia kid es in bet cuises dont le SI l)A. Le but de notre étude est
de dé On r le polyniorphisine des genes TA P I et T-\ P2 chez
des A f’ricai us. lét hodes : Nous avons explorer la séquence
AD\ de tous les exons de TAPI (Il exons) et (le TAP2
I I exons ) chez des A ‘ricains ( Shona ) non apparentés. par
SS(’P et pur séqueiçage direct (le I ‘i\ l)N. Résultats : Nous
ui’. ons elÏectué des SS(’P et fait le sequeiiçaee. Nous
poux ons conflrmer 7 mutations pour TAP I et I I pour TAP
2 déjfi décri tes. Nous av uns trouve 4 nous elles inutat ions
pour TAP I et O pour T1\P 2. Trois dentre elles pour TAP I
sont situées dans Lexou I soit : 7Pm pour une 5cr, I 7Glv
pour une Arg et 141 \‘al(GTC’) pour (GGI ). La quiitrifnne se
situe cuis 1 •exon 4 en position 4X7 Arg( CGC ) pour une
Ari(C’(iT). Pour TAP 2 les nouvelles mutations se
retrouent dans l’exon 1(1 5Val pour une Ala. 53 Leu pour
une Val). dans l’exon 3 (220 Are(CGA) pour (ACiA). dans
l’exon 4 (257Thr pour un lIe) et dans l’exon 10 (3 l3Arg
potir une I lis et 000Ala pour une Val). Concltision : Notre
étude exhaustIve du polymorphismes de TA P chez des
Africains nous u pennis d’identiher de nouveaux variants
uenetique (liii pourraient avoir un mIe important dans la
lonetion de ‘l’A P. Nous procedons maintenant fi dé On i r le
lien entre ces TA P et la susceptibilité fi l’in l’eetion au VI H
dans une étude eas-contmle (le 400 individus A O’icains.
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FI oj t u I N otre— Du nie
IutrLuluelion Le trunNporteur des mit mes ppr’t3s t TA P
eotiipose des sous-un ts TA P I et TA P2 ttunsporte les
untienes du evtosol uti CMI I—I. Certmnes nutut ions dwis
les cenes L\ P tnodu lent lu pioeressioii \ ers le du chez les
personnes VIII--. Comme I’uiftetion pur le VIII est très
pr.sente en A ricjue. nous u\ons leste I - hvpothcse que des
vuriutions enétiques duos TAPI et TAP2 pourruteni
inthieueer lu suseeptibilItL. i l’ini’eetiou un VIII chez les
Zi Inbub\\ éens. \i..tlioiIes: F )uns tin prenuer lenips. flous
uvoits unulyse lu sequence coniplete de TA P I et de Tup2 pur
SSCP et séquençuce direct. Ensuite. nons uvons t\ pé
eertuines inulutions pur A—RFLP et ARMS cluns lu
poptilutiuti ïiiuhubweeiuie de Ï 00 uidividus VII H et de lut)
individus VIII—. Résultuts: Nous uvons identilié duns les
récious eodunies I I mutut ions pour TAP I ci 17 pour TA P2.
Pur lu suite, nous u ons déterniiué lu distribut ion des
mutul jolis sieni lieut ives pour les deux croupes. Les
mulutious. que nous uvous type. entrunent une substitution
d’ueide uminé et sont loculisées duos le domuine de Iiuison
peptidique ou de liuison i l’ATP. Doue, pour T,-\P I nous
ivons typé les mututions 1333V. A370V, C4 I C. D037C1 et
Ru4XÇ et pour TAP2. T257I. R3 131 L A374T. \‘37)I.
A5t’5T, At’d))V et T6(5A. Diseusshin’C’ouelusion Nous
uvous identiFié de nouvelles niutulions qtli peuvent u oir tin
t tupuet stir lu ftuietion de I’ hétérodi mère. De plus. des
diIFi.renees de distributious ulléliques ont été upeiçues entre
notre populution et les C ‘uucusiens. Notis ii ‘uvons observe
utictine di lïérenee en ce qtu concerne lu distribution
ul Vi ique de nos deux groupes. ce CltI I IlOliS porleut u croire
que les intitulions dutis TAP n’ul’betent pus lu susceptibilite
l’in rection un VI H chez les A Fricuins muis eelu peut —étre
diFFi,rent duos les utitres populutions.
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